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Las infecciones por bacterias multirresistentes son un serio problema a nivel mundial. La 

aparición constante de mecanismos de resistencia a los antibióticos junto con el limitado 

desarrollo de nuevos compuestos con actividad antibacteriana en los últimos años plantea 

la necesidad de abordar este problema de forma urgente. Esta Tesis Doctoral se ha 

centrado en el estudio de las infecciones por E. coli, en especial la bacteriemia y la 

infección intraabdominal, tanto desde el punto de vista del paciente como del 

microorganismo. 

Por un lado se analizaron las características clínicas y microbiológicas, así como factores 

de riesgo asociados con la mortalidad de los pacientes con bacteriemia por E. coli en 

comparación con pacientes con bacteriemia por K. pneumoniae. Este primer análisis 

mostró una serie de diferencias importantes entre uno y otro microorganismo. En la 

misma línea, se analizaron las características clínicas y microbiológicas de pacientes con 

infección intraabdominal por E. coli y su relación con la mortalidad, así como los factores 

de riesgo asociados al desarrollo de bacteriemia en este tipo de infección. Entre otros, la 

infección del tracto biliar parece jugar un papel importante, por lo que se decidió analizar 

la relación filogenética, el resistoma y el viruloma de un conjunto de aislados clínicos de 

E. coli causantes de infección biliar, con el objetivo de conocer si existen factores 

bacterianos que promuevan este tipo de infección. Aunque no existió relación filogenética 

entre los aislados, se encontraron numerosos factores de virulencia que podrían estar 

implicados en el desarrollo de infecciones del tracto biliar. 

Por otro lado, el siguiente objetivo fue estudiar la expresión de un factor de virulencia 

concreto como es la proteína de membrana externa A (OmpA) en E. coli, y su asociación 

con la mortalidad de los pacientes con bacteriemia por E. coli. Se analizó una amplia 

cohorte de aislados clínicos procedentes de pacientes con bacteriemia, en los que se 

determinó la expresión de OmpA y se encontró que la sobreexpresión de esta proteína es 

un factor de riesgo independiente para la mortalidad de los pacientes con bacteriemia por 

E. coli. Estos resultados sugieren que OmpA tiene un papel importante en la patogénesis 

de este microorganismo. 

Por último, y centrándonos en el tratamiento antibiótico de este tipo de infecciones, se 

estudió la existencia de un patrón de resistencia a los betalactámicos con inhibidores de 

betalactamasas (BL/IBL) en E. coli. Este patrón dio lugar a la descripción de un nuevo 

fenómeno denominado “resistencia de espectro extendido a los BL/IBL” o ESRI, el cual 

está favorecido por la presencia de concentraciones sub-óptimas de 

piperacilina/tazobactam, un antibiótico ampliamente utilizado para el tratamiento 
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empírico de las infecciones graves por E. coli. Asimismo, y en relación con este objetivo, 

se llevó a cabo el diseño, desarrollo y validación de un sistema de detección rápida tanto 

de resistencia a piperacilina/tazobactam como de ESRI en E. coli. La descripción de este 

nuevo fenómeno de resistencia antibiótica, junto con la posibilidad de su detección 

anticipada, suponen una contribución innovadora a la par que prometedora en la lucha 

contra la resistencia a los antibióticos. 

 

En conjunto, los datos derivados de esta Tesis Doctoral dan cuenta de la importancia del 

abordaje multifocal de este tipo de infecciones, las cuales suponen un problema de gran 

magnitud, con elevados costes tanto para el paciente como para el sistema sanitario. 
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1. Importancia del orden Enterobacterales en la clínica humana 

 

El orden Enterobacterales, dentro de la clase Gammaproteobacteria, es el grupo más 

grande y heterogéneo de bacilos gramnegativos con importancia clínica. Los miembros 

de este orden se encuentran colonizando multitud de nichos ecológicos como el suelo, el 

agua o viviendo en asociación con otros organismos como plantas o animales (1). Hasta 

el año 2016, se han descrito 60 géneros y más de 250 especies, proponiéndose una nueva 

clasificación que incluye siete grandes familias o clados: 1) familia Enterobacteriaceae 

(clado Enterobacter-Escherichia), 2) familia Erwiniaceae (clado Erwinia-Pantoea), 3) 

familia Pectobacteriaceae (clado Pectobacterium-Dickeya), 4) familia Yersiniaceae 

(clado Yersinia-Serratia), 5) familia Hafniaceae (clado Hafnia-Edwardsiella), 6) familia 

Morganellaceae (clado Proteus-Xenorhabdus), y 7) familia Budviciaceae (clado 

Budvicia) (Figura 1) (2). Dentro de estos clados, los más relevantes clínicamente son el 

1, 4 y 6, los cuales incluyen varios géneros con importancia clínica para el ser humano 

como son Escherichia, Salmonella, Shigella, Klebsiella, Enterobacter, Citrobacter, 

Yersinia, Serratia, Proteus y Morganella (2). Asimismo, dentro de estos géneros existen 

dos especies de especial relevancia para esta tesis doctoral como son E. coli y K. 

pneumoniae. 

E. coli es un bacilo gramnegativo, que puede ser móvil o no, anaerobio facultativo, 

oxidasa negativo, con capacidad para fermentar la lactosa (3). Las otras especies que se 

encuentran dentro el género Escherichia actualmente, aunque con mucha menos 

relevancia clínica, son: E. fergusonii (4), E. hermannii (5), E. marmotae (6), E. vulneris 

(7) y E. albertii (8). 

K. pneumoniae es un bacilo gramnegativo, no móvil, anaerobio facultativo, encapsulado, 

oxidasa negativo, con capacidad para fermentar la lactosa (9). Dentro de la gran variedad 

de especies incluidas en el género Klebsiella, las más relevantes clínicamente son K. 

pneumoniae, K. oxytoca y K. aerogenes (anteriormente denominado Enterobacter 

aerogenes) (10,11). 
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Figura 1. Representación filogenética por el método de máxima similitud para 49 géneros 
del orden Enterobacterales basado en 1548 familias de proteínas (2).  
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2. Epidemiología y clínica de las infecciones por E. coli y K. pneumoniae 
 
2.1 Situación epidemiológica de las infecciones por E. coli y K. pneumoniae 

 

E. coli y K. pneumoniae se encuentran normalmente colonizando el intestino grueso de 

los seres humanos y otros mamíferos. En humanos, E. coli coloniza el tracto 

gastrointestinal de los niños pocas horas tras el nacimiento, pasando a ser el 

microorganismo anaerobio facultativo predominante en la microbiota colónica, donde 

mantiene una relación de mutualismo con su hospedador (1). K. pneumoniae, además de 

en el tracto gastrointestinal, se encuentra también en el ambiente, incluyendo el suelo y 

el agua, y en los dispositivos médicos, como los tubos de ventilación mecánica o los 

catéteres (12,13). La transmisión de estos microorganismos se produce típicamente a 

través de la ingestión de comida y agua contaminada, mediante el contacto persona-

persona, contacto con animales, o contacto con ambientes o fómites contaminados con 

material fecal (3,14). 

Aunque existen grupos patógenos específicos, la mayoría de las cepas de E. coli y K. 

pneumoniae no causan enfermedad en personas sanas, existiendo como comensales en el 

intestino grueso o la orofaringe. Sin embargo, estas pueden comportarse como patógenos 

oportunistas cuando se dan ciertas condiciones, como la inmunodepresión del 

hospedador, la presencia de anormalidades anatómicas o funcionales, o cuando el 

microorganismo se introduce en algún tejido tras un traumatismo o procedimiento 

quirúrgico (3,15). 

Dependiendo del lugar en el que causan la infección, las cepas de E. coli pueden 

clasificarse en dos grandes grupos: E. coli intestinal o diarreogénica y E. coli 

extraintestinal (3). En el primer grupo se distinguen 6 patotipos: 1) E. coli enteropatógena 

(ECEP), 2) E. coli enterotoxigénica (ECET), 3) E. coli enteroinvasiva (ECEI), 4) E. coli 

enteroagregativa (ECEA), 5) E. coli enterohemorrágica (ECEH) y 6) E. coli de adherencia 

difusa (ECAD) (16). Todos estos patotipos están implicados en la producción de diarrea 

en el hospedador. Por otro lado, en el grupo de E. coli extraintestinal podemos encontrar 

todas aquellas cepas capaces de producir infección en otro sitios fuera del intestino, como 

infección del tracto urinario, bacteriemia e infecciones del tracto biliar, entre otras (17). 

Este grupo fue descrito en el año 2000 por Russo y Johnson (18) sugiriendo el término 

“E. coli patogénico extraintestinal o ExPEC” para todos aquellos aislados de E. coli no 
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comensales capaces de causar infecciones fuera del intestino, debido a la posesión de 

diferentes factores de virulencia (19). 

En el caso de K. pneumoniae, este microorganismo se ha considerado causa de algunas 

infecciones graves como bacteriemia o neumonía, adquiriendo especial relevancia 

cuando afecta a individuos inmunocomprometidos, incluyendo aquellos que padecen 

diabetes o neoplasia (20–22). Sin embargo, la epidemiología de K. pneumoniae ha 

cambiado en los últimos años y actualmente es un microorganismo muy ligado a las 

infecciones en el ámbito hospitalario (15). 

En cuanto a las relaciones filogenéticas, uno de los métodos más utilizados es la 

tipificación de secuencia multilocus, “Multilocus sequence typing”, en inglés, o MLST 

(23,24). Este método utiliza 7 genes constitutivos “housekeeping genes”, en inglés, de la 

bacteria, permitiendo separar a los aislados en grupos con idénticos perfiles alélicos 

(secuenciotipos, STs) o complejos clonales (CCs), los cuales se definen como un grupo 

de al menos tres STs que difieren de los otros en no más de 1 de los 7 alelos (25). La 

distribución filogenética de los aislados de E. coli a lo largo del mundo, aunque muy 

diversa, presenta cierta predominancia de varios STs como son el ST131, ST95, ST73 y 

ST69 (26–28). De especial relevancia es el ST131, un clon diseminado a nivel mundial 

asociado con multirresistencia a los antibióticos usado en clínica (29). En el caso de K. 

pneumoniae, también se han reportado varios STs predominantes a nivel mundial, como 

el ST258, ST15 y ST14, asociados también con multirresistencia a los antibióticos usado 

en clínica (15,30). 

 

2.2 Características clínicas de las infecciones por E. coli y K. pneumoniae 
 

El estudio de la prevalencia de las infecciones nosocomiales en España (EPINE) en el 

año 2018 mostró como E. coli y K. pneumoniae fueron el primer (19,1%) y cuarto (6,0%) 

patógeno, respectivamente, aislados más frecuentemente en infecciones en humanos (31). 

Esta situación es similar en toda Europa. El informe epidemiológico anual del European 

Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) del año 2016 reportó que E. coli y 

Klebsiella spp. fueron el primer (14,7%) y cuarto (4,7%) microorganismo, 

respectivamente, más frecuentemente aislados en infecciones de sitio quirúrgico (32). 

Entre las infecciones más frecuentemente producidas por E. coli se encuentran la 

infección del tracto urinario (ITU), la bacteriemia o la infección intraabdominal (17,33). 

De todas estas, la bacteriemia es una infección especialmente grave, que en caso de no 
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ser tratada adecuadamente puede evolucionar hasta un shock séptico y finalmente 

producir la muerte del paciente. Las tasas de incidencia de las bacteriemias por E. coli 

reportadas en países como Australia, Nueva Zelanda, Estados Unidos y Canada se sitúan 

entre los 28 y los 52 casos por cada 100.000 habitantes (34–37), y las tasas de mortalidad 

entre el 12 y el 20% (38–40). En España, no existen datos específicos de la incidencia de 

la bacteriemia por E. coli, aunque globalmente se ha estimado una incidencia de 

bacteriemia comunitaria de 10 episodios por cada 1000 habitantes (41). 

Por otro lado, la infección intraabdominal es una causa frecuente de morbi-mortalidad 

(33). Datos del estudio SMART (Study for Monitoring Antimicrobial Resistance Trends), 

realizado en diferentes países como España, Turquía, Líbano y Jordania, muestran como 

E. coli representa entre el 40 y el 60% de los microorganismos que causan infección 

intraabdominal (42–44). Más concretamente, a nivel nacional, E. coli supone un 48,3% 

de los casos de infección intraabdominal (44). Además, la bacteriemia secundaria a una 

infección intraabdominal se asocia con un peor pronóstico que cuando cursa sin 

bacteriemia, especialmente cuando se desarrolla sepsis o shock séptico. En pacientes 

críticos, esta bacteriemia se produce en alrededor del 15% de los casos (45), pudiendo ser 

incluso mayor en pacientes sometidos a cirugía intraabdominal (26%) (46,47). Entre las 

infecciones intraabdominales, tienen especial relevancia aquellas del tracto biliar, 

normalmente asociadas con una elevada morbi-mortalidad (5-13%) (48,49), alcanzando 

hasta el 29% en casos de obstrucción maligna (50). 

En el caso de K. pneumoniae, las infecciones en las que está implicada con mayor 

frecuencia son la bacteriemia, la neumonía, la ITU y los abscesos hepáticos (15). La tasa 

de incidencia de la bacteriemia por este microorganismo reportada en países como 

Estados Unidos y Canadá se sitúa entre los 7,2 y los 11,7 casos por cada 100.00 habitantes 

(21,51) y la mortalidad por la misma causa va del 27,4 al 37% (21,52–55). La neumonía 

por K. pneumoniae adquiere especial relevancia en el ámbito hospitalario, siendo el 

agente etiológico más frecuentemente aislado (9,8%) en pacientes con neumonía 

nosocomial tras Staphylococcus aureus (28,0%) y Pseudomonas aeruginosa (21,8%) 

(56). Además, desde los años 80 se ha reportado la presencia de una variante 

hipervirulenta en K. pneumoniae con capacidad para causar infecciones invasivas, 

especialmente abscesos hepáticos, tanto en individuos sanos como 

inmunocomprometidos (57–59). 
 

2.3 Tratamiento de las infecciones por E. coli y K. pneumoniae 
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El tratamiento de las infecciones por E. coli y K. pneumoniae no es universal, sino que 

comprende un arsenal terapéutico de antibióticos que serán usados en uno u otro caso 

dependiendo del tipo y la gravedad de la infección, y del perfil de resistencia a los mismos 

que presenten estos microorganismos. Entre los antibióticos más utilizados están los 

betalactámicos (donde se incluyen penicilinas, cefalosporinas, monobactámicos y 

carbapenemas), betalactámicos en combinación con inhibidores de betalactamasas 

(BL/IBL), fluoroquinolonas, aminoglucósidos, cotrimoxazol o fosfomicina, entre otros 

(60). Sin embargo, el creciente aumento de cepas de E. coli y K. pneumoniae resistentes 

a uno o varios grupos de antibióticos ha limitado mucho las opciones de tratamiento (61). 

Tanto es así, que el Reino Unido ha planteado un escenario en el que el aumento de la 

resistencia a los antibióticos hará que, en 2050, las muertes por infecciones causadas por 

bacterias resistentes a los antibióticos pasen de 1 a 10 millones al año (62) (Figura 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 2. Estimación de las muertes atribuibles a diferentes causas en el año 2050 (62). 
 

Este aumento en la resistencia antibiótica en E. coli y K. pneumoniae ha sido 

especialmente dramático en el caso de las quinolonas y los betalactámicos (60). La 

resistencia a este último grupo de antibióticos es, quizás, una de las más relevantes debido 

a la gran cantidad de antibióticos que lo componen. Esta resistencia viene dada 

principalmente por la presencia de betalactamasas de espectro extendido (BLEE), 

betalactamasas de tipo AmpC y carbapenemasas (63,64). Algunos países europeos, 
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especialmente Grecia e Italia, han sufrido sobremanera este aumento de la resistencia a 

los betalactámicos, principalmente debido a la diseminación del CC 258 de K. 

pneumoniae portadora de una carbapenemasa de tipo KPC denominada así por K. 

pneumoniae carbapenemase (65). En Grecia, la proporción de bacteriemias por K. 

pneumoniae resistente a carbapenemas aumentó desde el 27,8% en 2005 hasta el 64,7% 

en 2017, mientras que en Italia, este aumento pasó del 1% en 2009 hasta el 29,7% en 

2017 (66). En el resto de Europa, la situación se muestra cada vez más preocupante, con 

una tasa media de resistencia a carbapenemas en K. pneumoniae de 7,2% en 2017 y con 

un gradiente de resistencia de menos a más desde el norte y al sur de Europa (66). 

 

2.3.1 Cefalosporinas 

 

Las cefalosporinas son el grupo de betalactámicos más usado en todo el mundo debido a 

su amplio espectro de actividad, su buen perfil farmacocinético, su alta eficacia 

terapéutica y su buena tolerabilidad. Al igual que el resto de betalactámicos, las 

cefalosporinas interfieren en la síntesis de la pared bacteriana al unirse a unas enzimas 

conocidas como proteínas de unión a penicilina (PBPs), las cuales están implicadas en el 

proceso de formación de la pared celular bacteriana, lo que lleva finalmente a la lisis 

bacteriana (Figura 3) (67). 

 

 
Figura 3. Mecanismo de acción de los betalactámicos. Los betalactámicos, como penicilinas, 
cefalosporinas, monobactámicos o carbapenémicos, actúan inhibiendo las proteínas de unión a 
penicilina (PBPs), que son enzimas responsables de la transpeptidación de los residuos de ácido 
N-acetilmurámico (NAM), los cuales, junto con residuos de N-acetilglucosamina (NAG), son los 
que conforman la  pared bacteriana. Pen, penicilinas; Ceph, cefalosporinas; Mono, 
monobactámicos; Carba, carbapenémicos; D-Ala, D-alanina; NAG, N-acetilglucosamina; NAM, 
ácido N-acetilmurámico, PBP, proteínas de unión a penicilina; GT, subunidad transglicosilasa. 
Tomado de Zango et al. MOJ Drug Des Develop Ther. 2019. 3: 52-58.  
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Las cefalosporinas se agrupan en 5 generaciones, de acuerdo a su espectro de actividad. 

Las de primera generación, que incluyen cefazolina, cefalotina o cefadroxilo, entre otras, 

son activas contra cocos grampositivos, pero tienen una actividad limitada frente a bacilos 

gramnegativos (67). Las de segunda generación, que incluyen cefuroxima o cefaclor, 

entre otras, mantienen el espectro de actividad de las de primera generación, pero también 

son activas frente a ciertos bacilos gramnegativos como Haemophilus influenzae (67). 

Las de tercera generación como cefotaxima, ceftazidima o ceftriaxona, disminuyen su 

actividad frente a cocos grampositivos en comparación con las de primera o segunda 

generación, pero en cambio tienen una alta actividad frente a enterobacterias como E. coli 

y K. pneumoniae (67). En el caso de las cefalosporinas de cuarta generación, entre las que 

se incluye la cefepima, estas presentan un espectro de actividad más equilibrado frente a 

grampositivos y gramnegativos, en comparación con las de tercera generación (68). Las 

cefalosporinas de tercera y cuarta generación son antibióticos ampliamente utilizados 

para el tratamiento de las infecciones graves producidas por bacilos gramnegativos, como 

sepsis, infección intraabdominal o infección respiratoria (69). Por último están las 

cefalosporinas de quinta generación, entre las que se destaca el ceftolozano (70). Este 

último se comercializa en combinación con tazobactam y se ha propuesto como un 

tratamiento eficaz para las infecciones urinarias o intraabdominales producidas por 

enterobacterias productoras de BLEE, especialmente E. coli, o infecciones producidas 

por P. aeruginosa resistente a ceftazidima. Su uso no se recomienda en infecciones por 

enterobacterias productoras de carbapenemasas, P. aeruginosa productora de 

metalobetalactamasas (MBL) ni para las infecciones por Acinetobacter baumannii 

(69,70). 

A pesar de ser uno de los grupos de betalactámicos más utilizados, la aparición de 

enterobacterias productoras de BLEE o de betalactamasas AmpC ha limitado el uso de 

las cefalosporinas, haciendo necesario el uso de otros antimicrobianos con diferente 

espectro de actividad, como son los carbapenemas o los BL/IBL (69). 

 

 

 

2.3.2 Carbapenemas 
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Clásicamente los carbapenemas han sido uno de los grupos de betalactámicos con mayor 

espectro de actividad, tanto contra grampositivos como gramnegativos aerobios y 

anaerobios (71). Además, los carbapenemas son antibióticos particularmente estables 

contra una amplia variedad de betalactamasas, incluyendo las BLEE y las de tipo AmpC 

(72). Tal es su actividad que se han considerado durante mucho tiempo como 

“antibióticos de último recurso”, utilizado preferentemente cuando se sospecha una 

infección grave en el paciente por una bacteria multirresistente (71). Tres son los 

carbapenemas más relevantes en clínica: imipenem, meropenem y ertapenem. Imipenem 

fue el primero que se autorizó (1984), más de diez años después se autorizó el segundo, 

meropenem (1995), y en el año 2002 se autorizó el tercero, ertapenem (72). El espectro 

de actividad de estos tres compuestos va a variar en función del perfil de resistencia y del 

tipo de betalactamasa producida por el microorganismo (72). 

Los carbapenemas, especialmente imipenem y meropenem, se consideran como el 

tratamiento de elección en las infecciones graves, independientemente del origen, por 

enterobacterias productoras de BLEE, entre las que se incluyen E. coli y K. pneumoniae 

(73–75). Sin embargo, la aparición y diseminación de las carbapenemasas a lo largo de 

todo el mundo está limitando el uso de esta familia de antibióticos (76) por lo que algunos 

autores han propuesto el uso de otros antibióticos como alternativa a los carbapenemas. 

Entre estos se encuentran las cefamicinas, la cefepima y los BL/IBL (77,78). 

 

2.3.3 Betalactámicos/inhibidores de betalactamasas  

 

Los BL/IBL surgieron ante la necesidad de desarrollar nuevos antibióticos por la 

aparición de las betalactamasas, las cuales limitaban el uso de los betalactámicos 

disponibles hasta el momento. Estos inhibidores (Figura 4) son compuestos capaces de 

unirse al centro activo de la betalactamasa, bloqueando su acción hidrolítica, y 

permitiendo que el betalactámico pueda unirse a las PBP y ejercer su acción 

antibacteriana (79). Varias combinaciones comprenden este grupo de antibióticos, entre 

las que destacan: Ampicilina/sulbactam, amoxicilina/ácido clavulánico, 

piperacilina/tazobactam, ceftazidima/avibactam, y ceftolozano/tazobactam. 
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Figura 4. Estructura de los principales inhibidores de betalactamasas utilizados en clínica. 
Tomado de Konaklieva et al. Antibiotics. 2014. 3: 128-142. 
 

 

2.3.3.1 Ampicilina/sulbactam 

 

Sulbactam es un inhibidor de betalactamasas sintético que fue desarrollado por la 

industria farmacéutica en 1978 (80). Actúa frente a las betalactamasas de forma 

reversible, mediante la formación de un intermediario de tipo acil-enzima (81). Se 

comercializa en combinación con ampicilina, una penicilina, en una proporción 2:1 de 

ampicilina y sulbactam, respectivamente (79). Tiene actividad contra microorganismos 

anaerobios, E. coli, K. pneumoniae, S. aureus, H. influenzae, Moraxella catarrhalis y 

Proteus mirabilis productores de ciertas betalactamasas (82–84). Esta actividad de amplio 

espectro lo convirtió, durante un tiempo, en un tratamiento eficaz contra infecciones 

polimicrobianas como infecciones abdominales o quirúrgicas, neumonías por aspiración, 

abscesos odontogénicos o infecciones del pie diabético. Sin embargo, su uso ha quedado 

limitado debido al aumento de cepas de E. coli resistentes a este antibiótico (85). 

 

2.3.3.2 Amoxicilina/ácido clavulánico 

 

El ácido clavulánico fue el primer inhibidor que se introdujo en la práctica clínica en 

1970, aislado a partir de Streptomyces clavuligerus (86). Junto con amoxicilina, una 

penicilina, fue la primera combinación de BL/IBL que se incluyó en la práctica clínica 

(1981). Se comercializa en diferentes proporciones de amoxicilina y ácido clavulánico 

(87). Esta combinación permitía extender el espectro de la amoxicilina contra 

microorganismos productores de betalactamasas de tipo penicilinasas como E. coli, K. 

pneumoniae, S. aureus, H. influenzae, M. catarrhalis, Bacteroides spp., Neisseria 

gonorrhoeae y P. mirabilis (79). Actualmente se recomienda para el tratamiento empírico 
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de infecciones respiratorias, ITUs, infecciones de piel y partes blandas, así como 

infecciones intraabdominales (87,88). 

 

2.3.3.3 Piperacilina/tazobactam 

 

Tazobactam fue desarrollado en 1980 como un compuesto sintético por la industria 

farmacéutica (89). Se comercializa en una proporción 8:1 de piperacilina y tazobactam, 

respectivamente (79). La piperacilina por si sola es activa contra P. aeruginosa, 

Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecalis y ciertos anaerobios (90). La 

combinación con tazobactam permite disminuir la concentración mínima inhibitoria 

(CMI) de piperacilina en miembros del orden Enterobacterales, H. influenzae, N. 

gonorrhoeae y M. catarrhalis productoras de ciertas betalactamasas (91). Actualmente 

este antimicrobiano se recomienda en el tratamiento empírico de infecciones graves como 

bacteriemias, infecciones intraabdominales, neumonías complicadas e ITUs complicadas 

(33,92–94). 

 

2.3.3.4 Ceftazidima/avibactam 

 

Ceftazidima/avibactam es un antibiótico de reciente comercialización que surge de la 

combinación entre una cefalosporina de tercera generación (ceftazidima) y un inhibidor 

de betalactamasas (avibactam). Esta combinación presenta actividad contra bacilos 

gramnegativos, incluyendo Enterobacterales y P. aeruginosa, productores de 

betalactamasas de clase A, C y algunas de clase D, de las que se hablará más adelante 

(69). Sin embargo, no presenta actividad contra las betalactamasas de clase B, también 

denominadas MBL. Por otro lado muestra una mínima actividad contra Acinetobacter 

spp., cocos grampositivos y microorganismos anaerobios (95,96). Se comercializa en 

proporción 4:1 de ceftazidima y avibactam, respectivamente (97) y ha demostrado una 

eficacia similar a los carbapenemas en el tratamiento empírico de infecciones 

intraabdominales (combinada con metronidazol) e ITUs complicadas (69). 

 

2.3.3.5 Ceftolozano/tazobactam 

 

Al igual que en el caso anterior, ceftolozano/tazobactam es una combinación reciente 

entre una oximino-cefalosporina (ceftolozano) y un inhibidor de betalactamasas 
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(tazobactam). Ceftolozano/tazobactam es activo contra microorganismos gramnegativos, 

incluyendo enterobacterias productoras de BLEE y P. aeruginosa resistentes a 

ceftazidima. Frente a Acinetobacter spp. muestra una actividad variable según el aislado 

clínico (69). Se comercializa en una proporción 2:1 de ceftolozano y tazobactam, 

respectivamente (70), y su uso está recomendado para el tratamiento de infecciones 

intraabdominales e ITUs complicadas (69,98). 

 

A pesar de la existencia de tratamientos antibióticos eficaces, a veces se produce fracaso 

terapéutico en pacientes con infecciones por cepas de E. coli sensibles. Esto es debido, 

en parte, a la existencia de diversos factores de virulencia presentes en el microorganismo. 

 

3. Factores de virulencia en E. coli 
 

Uno de los principales motivos por los que E. coli puede pasar de ser un mero colonizador 

del intestino a producir infecciones graves es la presencia de factores de virulencia (60). 

Muchos de estos factores están codificados en plásmidos, por lo que son transmisibles 

(99), resultando en multitud de combinaciones posibles, lo que le permite a E. coli 

diversificar ampliamente el espectro de infecciones que puede producir (60). Existen 

diferentes factores de virulencia en E. coli, como se describe a continuación. 

 

3.1 Adhesinas 

 

El proceso de infección llevado a cabo por E. coli normalmente comienza con la unión 

de la bacteria a una célula del hospedador expresando una amplia variedad de adhesinas 

responsables de la unión a moléculas específicas de la membrana celular del hospedador 

(100) (Figura 5). La adhesión de E. coli a la célula del hospedador puede ser más que una 

simple unión hospedador-patógeno, ya que muchas de las moléculas usadas para el 

reconocimiento funcionan como señalizadores o como activadores del reclutamiento de 

la bacteria hacia el citosol (101). Las adhesinas pueden clasificarse como fimbriales o 

afimbriales según se encuentren localizadas o no en fimbrias, respectivamente (102). La 

unión a la célula del hospedador mediante este tipo de estructuras va a permitir a E. coli 

interactuar con la membrana celular del hospedador y asegurar una liberación óptima de 

sus toxinas en la vecindad de los receptores asociados a la membrana, produciendo 

eventos de señalización que afectarán a las funciones de transporte/secreción u 
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organización estructural de la célula hospedadora (103). Para otros patógenos, sin 

embargo, estos factores permiten la iniciación o compleción de señales que llevarán a 

lesionar la célula hospedadora. 

Las principales familias de adhesinas en E. coli incluyen las adhesinas fimbriales 

dependientes de la vía chaperona/usher (104,105), las dependientes de la vía alternativa 

chaperona/usher (106), las adhesinas fimbriales agregadas finas dependientes de la 

nucleación extracelular (107), las adhesinas dependientes del sistema de secreción tipo I 

(108), las adhesinas de membrana externa dependientes del sistema de secreción de tipo 

III (109), los pili ensamblados de tipo IV (110) y las adhesinas no fimbriales triméricas 

dependientes del sistema de secreción de tipo V(111), y las proteínas de membrana 

externa (OMPs) (112). 

 

 
Figura 5. Representación de algunos factores de virulencia en E. coli. Tomado de Lüthje & 
Brauner. Advances in Microbial Physiology. 2014. 65: 337-372. 
 

 

3.2 Formación de biofilm 
 

La formación de biofilm es la capacidad de un microorganismo para auto-organizarse en 

una comunidad multicelular, que se encuentra embebida en una matriz de 

exopolisacáridos, proteínas y DNA extracelular (113). Esta matriz confiere protección a 

toda la comunidad bacteriana para sobrevivir en ambientes desfavorables y durante el 
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proceso infeccioso (114) (Figura 6). Además, el biofilm es una estructura compleja y 

dinámica ya que las células que lo conforman son dinámicas y heterogéneas (115). 

Esta capacidad permite a la bacteria colonizar tanto superficies bióticas como abióticas 

(116,117), siendo un factor de virulencia con importancia clínica, especialmente en las 

infecciones crónicas. Esto se debe tanto a la incapacidad del sistema inmune para 

erradicar a los microorganismos como al fracaso del tratamiento antibiótico al no poder 

penetrar en el interior del biofilm (60). 

 

 
 
Figura 6. Representación de la formación de un biofilm bacteriano. La formación de biofilm 
comienza con bacterias de vida libre que se acercan a una superficie, se unen y se agregan. 
Posteriormente crecen y se dividen formando microcolonias que darán lugar a un biofilm maduro. 
Finalmente parte del biofilm se dispersa para liberar bacterias que colonizaran otras superficies 
Tomado de Rendueles et al. FEMS Microbiol Rev. 2012. 36: 972-989. 
 

 

En E. coli, la formación de biofilm es un fenómeno que no está estudiado profundamente, 

considerando el extenso número de fimbrias que aún no se han caracterizado, el número 

de operones potencialmente implicados en la formación de exopolisacáridos (118), así 

como la información genética transferida horizontalmente conteniendo factores de 

adherencia y formación de biofilm (119,120). 

Existe un tipo de biofilm en E. coli, conocido como rdar, que se puede identificar por la 

morfología característica que adquieren las colonias de E. coli. Este morfotipo se ha 

encontrado en cepas de E. coli tanto comensales como uropatógenas (121,122). El biofilm 
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de tipo rdar es un biofilm multicelular caracterizado por la expresión de componentes de 

la matriz extracelular como fibras de curli, unas proteínas amiloides, y de celulosa (121). 

La expresión de este morfotipo rdar es capaz de cambiar la interacción de E. coli con el 

hospedador, aunque a veces el papel de las fibras curli y la celulosa tienen efectos 

opuestos en la interacción patógeno-hospedador tanto en cultivos celulares como en 

modelos animales de ITU (122–125). No obstante, la expresión del morfotipo rdar está 

altamente regulada tanto ex vivo como in vivo en E. coli. Uno de los principales 

reguladores de la formación de biofilm de tipo rdar es el diguanilato cíclico (c-di-GMP), 

un mensajero secundario implicado en la regulación de la transición entre la vida sésil y 

móvil de los microorganismos (126–128). 

Otra molécula que se ha relacionado con la formación de biofilm en E. coli es la proteína 

de regulación global CsrA, la cual funciona tanto como reprimiendo la formación del 

biofilm como activando la dispersión del biofilm bajo una variedad de condiciones de 

cultivo (129). 

 

3.3 Sistemas de secreción 
 

Los sistemas de secreción son utilizados por E. coli para el transporte de moléculas desde 

el interior hacia el exterior celular. Este proceso puede darse en uno o en dos pasos (130). 

En los procesos de un solo paso los sustratos se transportan directamente desde el 

citoplasma bacteriano al espacio extracelular o al interior de la célula diana, y están 

mediados por los sistemas de secreción de tipo I, III y VI (131). Por el contrario, los 

procesos en dos pasos los sustratos se translocan primero al espacio periplásmico para 

posteriormente transferirse a la membrana externa o secretarse al espacio extracelular. 

Este tipo de procesos los llevan a cabo los sistemas de secreción de tipo II y V. Por otro 

lado, los sistemas de secreción de tipo IV pueden utilizar tanto la vía de un paso como la 

de dos pasos (131). 

 
3.4 Toxinas 

 

Las toxinas facilitan a E. coli la diseminación en los tejidos y el acceso a nutrientes dentro 

de la célula hospedadora (Figura 5). Además, la actividad tóxica de estos compuestos 

resulta normalmente en una fuerte reacción inflamatoria, en respuesta a la necrosis o a la 

propia toxina (132). 
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3.4.1 Endotoxina 

 

El lipopolisacárido (LPS) es el mayor componente de la membrana externa de E. coli 

como de otras bacterias gramnegativas. Es un componente altamente inmunogénico, y 

debido a que se encuentra unido a la bacteria y no se libera al exterior, se le conoce 

también como endotoxina (132). El LPS está compuesto por varias partes: i) el lípido A, 

localizado en la cara externa de la membrana externa, ii) el core de polisacáridos, y iii) 

repeticiones de las subunidades del antígeno O, las cuales se sitúan en la parte más 

exterior de la superficie de la bacteria y son las que concentran el mayor poder 

inmunógeno (133). La parte más conservada es el lípido A, mientras que el core y, 

especialmente, el antígeno O son los más variables en estructura y función (132). El papel 

del LPS en la virulencia de E. coli es bien conocido. Se sabe que activa la respuesta 

inmune del hospedador induciendo la producción de óxido nítrico y citoquinas como 

interleucina-1 (IL-1) o factor de necrosis tumoral alpha (TNF-α) (134,135). Esto también 

se ha observado in vivo, donde cepas de E. coli mutantes en la vía de síntesis del LPS, 

tienen menor capacidad de activar la respuesta inflamatoria del hospedador (136). 

 

3.4.2 Alfa-hemolisina 

 

La alfa-hemolisina (HlyA) es una toxina formadora de poros que es secretada por E. coli. 

Esta toxina afecta a varios tipos celulares, incluyendo eritrocitos, células epiteliales y 

células del sistema inmune (137), especialmente neutrófilos (138). Además de la 

afectación hematológica, las cepas de E. coli que expresan HlyA inducen una exfoliación 

pronunciada durante la infección (139). Esta exfoliación del epitelio parece debida a que 

la HlyA estimula la actividad de serina proteasas y caspasas, las cuales median la 

degradación de la paxilina (importante para estabilizar los contactos célula-célula), 

induciendo la apoptosis celular (140). Esta exfoliación, además, facilita la entrada de la 

bacteria a través del tejido (140). 

 

 

3.4.3 Factor citotóxico necrotizante 1 
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El factor citotóxico necrotizante 1 (CNF1) es una toxina producida por ciertas cepas 

patógenas de E. coli implicada en infecciones extraintestinales, especialmente ITUs 

(141). Esta toxina induce un número de cambios celulares basados en reordenamientos 

del citoesqueleto de actina, lo que permite la internalización de la bacteria en el interior 

del epitelio (142). Además, presenta una profunda actividad proinflamatoria, in vitro, en 

uroepitelio y en monocitos (142,143), aunque este efecto es menos evidente in vivo 

(144,145). 

 

3.5 Sideróforos 

 

El hierro es un elemento fundamental para el metabolismo bacteriano, pero la 

disponibilidad del mismo a veces está altamente restringida en el sitio de infección. Por 

eso es fundamental para la bacteria contar con sistemas que le permitan captar el hierro, 

permitiendo su propia supervivencia en ambientes desfavorables (146) (Figura 5). Los 

sideróforos son compuestos de bajo peso molecular con una gran afinidad por el hierro, 

y son factores esenciales en muchos bacilos gramnegativos. Funcionan como quelantes 

de hierro, los cuales posteriormente liberan el hierro en el interior de la bacteria (147).  

En E. coli se han descrito varios sistemas de sideróforos, entre los que destacan la 

enterobactina y su receptor FebA, la salmochelina y IroN, la aerobactina y IutA y la 

yersiniabactina y FyuA (148). A pesar de las diferencias químicas que presentan entre 

ellos, cada sistema tiene una serie de pasos específicos requeridos para la captación del 

hierro que incluyen: i) síntesis del sideróforo, ii) exportación del sideróforo al exterior, 

iii) recepción del complejo hierro-sideróforo en la superficie de la membrana externa, iv) 

internalización del complejo, y v) liberación del hierro en el citoplasma (148). 

 

3.6 Proteínas de membrana externa 

 

Los bacilos gramnegativos presentan una doble membrana en su envuelta, la cual 

funciona como agente protector y permite el paso de nutrientes a través de ella. Al ser la 

primera línea de contacto entre la bacteria y su ambiente, esta funciona como una barrera 

selectiva que previene la entrada de numerosas moléculas tóxicas para la bacteria 

permitiendo, a su vez, la entrada de nutrientes requeridos para la supervivencia celular. 

La membrana externa está principalmente compuesta por proteínas, denominadas OMPs 

o porinas, las cuales tienen funciones esenciales para la célula, incluyendo la captación 
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de nutrientes, la adhesión y señalización celular, y la exportación de residuos (149). 

Además, en cepas patógenas de E. coli, muchas de estas OMPs sirven también como 

factores de virulencia para la captación de nutrientes y la evasión de los mecanismos de 

defensa del hospedador (150). 

Dentro de las OMPs, OmpA se postula como un factor de virulencia importante en bacilos 

gramnegativos. La estructura de OmpA se caracteriza por un dominio N-terminal que 

forma un barril-β antiparalelo, formado por 8 láminas, el cual está embebido en la 

membrana externa. Estas 8 láminas están conectadas por 4 largos lazos en la superficie 

de la membrana externa y tres giros periplásmicos cortos (Figura 7). OmpA se encuentra 

anclada al peptidoglicano de forma no covalente y tiene actividad de porina (151). Está 

OMP, que se encuentra ampliamente conservada entre las especies bacterianas, es la 

proteína más abundante en la superficie de la bacteria, la cual tiene multitud de funciones 

(151). 

 

 
Figura 7. Estructura de la proteína de membrana externa A (OmpA). Tomado de Arora et 
al. Nat Struc Biol. 2001. 8: 334-338. 
 

 

En E. coli, OmpA es una de las principales OMPs, estimándose aproximadamente unas 

100.000 copias por célula (152). La importancia de OmpA en la virulencia de E. coli se 

ha demostrado en numerosos sistemas modelo. OmpA es un factor de virulencia en cepas 
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de E. coli productoras de meningitis, participando en la adhesión y la invasión del 

endotelio capilares del sistema nervioso central (SNC) y los astrocitos (153–155). Weiser 

y Gotschlich demostraron que un mutante, deficiente en la producción de OmpA, de una 

cepa de E. coli causante de meningitis fue menos virulento y más sensible a los efectos 

bactericidas mediados por el complemento, en un modelo de embrión de pollo y en un 

modelo neonatal de rata (156). OmpA también está implicada en la adhesión de ECEP a 

las células epiteliales de las superficies mucosas, los leucocitos y los macrófagos (157). 

Por otro lado, OmpA es crítica para promover la infección persistente en el epitelio 

urogenital. Nicholson et al. (158) demostraron que durante la infección del tracto urinario, 

la expresión de OmpA en bacterias wild-type aumentó de 20 a 30 veces tras la infección. 

Mutantes deficientes en la producción de OmpA tienen menos adherencia e invasividad 

en el epitelio vesical que las bacterias wild-type (158). En el caso de ECEH, OmpA 

demostró ser una molécula implicada en la adhesión de la bacteria a la célula epitelial 

(159,160). Además, se ha demostrado que OmpA estimula las células dendríticas para 

secretar citoquinas proinflamatorias IL-1, IL-10 e IL-12 de una forma dosis-dependiente 

y TLR4 de una forma dosis-independiente (159). Otras de las funciones de OmpA en E. 

coli son la supervivencia en el interior de macrófagos y monocitos (161,162) así como la 

formación de biofilm (163,164). 

Otras OMPs implicadas en la virulencia de E. coli son OmpW, OmpX y OmpF. Las dos 

primeras (OmpW y OmpX) están relacionadas con la capacidad de evasión del sistema 

inmune en E. coli, especialmente en la evasión del complemento (165,166), mientras que 

OmpF se ha asociado con la adhesión, invasión y colonización de E. coli (167). 

 

Además de la existencia de diversos factores de virulencia, E. coli está caracterizada 

también por la adquisición de diferentes mecanismos de resistencia antimicrobiana. 

 

4. Mecanismos de resistencia antimicrobiana en E. coli  
 

La resistencia antimicrobiana en E. coli es un grave problema a nivel mundial debido a 

diferentes factores. Por un lado E. coli representa uno de los mayores reservorios de genes 

de resistencia antimicrobiana, los cuales pueden donarse o recibirse mediante 

transferencia horizontal entre otras cepas de la misma especie o, incluso, a otras especies 

bacterianas. Por otro lado, se ha observado un aumento en el número de genes de 

resistencia en E. coli durante las últimas décadas (63). Aunque han surgido mecanismos 
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responsables de la resistencia a prácticamente todos los antibióticos usados para tratar las 

infecciones por E. coli, en esta tesis doctoral nos vamos a centrar en la resistencia de E. 

coli al grupo de los betalactámicos. 

 

4.1 Resistencia microbiana a los betalactámicos 

 

La resistencia de E. coli a los betalactámicos se produce fundamentalmente por la 

expresión de betalactamasas. Las betalactamasas son enzimas bacterianas que hidrolizan 

el anillo betalactámico, inactivando el antimicrobiano antes de que este alcance su diana 

PBP en la pared bacteriana (168). Los genes que codifican las betalactamasas pueden 

localizarse en el cromosoma bacteriano, en plásmidos, o en transposones, y es el ambiente 

genético el que va a determinar si la betalactamasa se produce de forma constitutiva o 

inducible (168). Las betalactamasas se pueden clasificar según su similitud en la 

secuencia aminoacídica (Clases A, B, C y D de Ambler) o según su perfil de sustrato e 

inhibidor (Grupos 1, 2, 3 y 4 de Bush-Jacoby-Medeiros) (169–172). 

Las betalactamasas de clase A (grupo 2 de Bush) comprenden la clase más ampliamente 

distribuida y estudiada de todas las betalactamasas y que incluye varias serina-

betalactamasas presentes en el centro activo de la betalactamasa. Esta serina es esencial 

para llevar a cabo su actividad hidrolítica. Entre las enzimas de la clase A más 

frecuentemente encontradas en E. coli están: i) las de tipo Temoniera (TEM), nombre de 

la primera paciente a la que se le detectó este tipo de enzima, son activas frente a 

penicilinas y cefalosporinas de primera generación, ii) las de tipo sulfhidrilo variable 

(SHV), una enzima con actividad similar a TEM, originalmente identificada en el 

cromosoma de K. pneumoniae, y posteriormente movilizada a plásmidos, y iii) las de tipo 

cefotaximasa (CTX-M), una enzima inherentemente activa contra cefotaxima, una 

cefalosporina de 3ª generación (173). Parte del éxito de estas enzimas ha sido su 

diseminación en plásmidos u otros elementos genéticos móviles a través de un rango de 

microorganismos gramnegativos, especialmente los Enterobacterales, y su capacidad 

para expandir su espectro de actividad hacia nuevos sustratos (173). 

Las betalactamasas de clase B de Ambler (grupo 3 de Bush) incluye aquellas enzimas 

dependientes de zinc conocidas como MBL. Estas enzimas son miembros de una 

superfamilia de metalohidrolasas ampliamente distribuida (174,175). Presentan un 

amplio espectro de actividad, que comprende penicilinas, cefalosporinas y carbapenemas, 

aunque muestran poca o ninguna actividad frente a los monobactámicos (176,177). Estas 
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enzimas se inhiben por agentes quelantes como el ácido etilendiaminotetraacético 

denominado también EDTA, pero no por inhibidores de betalactamasas como el ácido 

clavulánico (168). Los genes bla que codifican para estas MBLs se encuentran en una 

gran variedad de elementos génicos (cromosoma, plásmidos, integrones, etc.) (178). 

Las betalactamasas de clase C (grupo 1 de Bush) están ampliamente distribuidas en los 

cromosomas de muchas especies de bacilos gramnegativos como Citrobacter freundii, E. 

aerogenes, E. cloacae, Morganella morganii, Serratia marcescens y P. aeruginosa (168). 

Estas serina-betalactamasas, conocidas como AmpC, no suelen expresarse en condiciones 

normales o lo hacen a muy bajo nivel. Sin embargo, bien debido a una mutación o a una 

inducción por betalactámicos, se puede producir la desrepresión de la expresión de los 

genes que codifican para estas enzimas, llevando a una hiperproducción de las mismas y 

al consecuente aumento de la CMI de ciertos betalactámicos, especialmente 

cefalosporinas de tercera generación, limitando las opciones de tratamiento (179,180). El 

gen blaAmpC también se encuentra en el cromosoma de E. coli, pero expresándose de 

forma constitutiva, debido a la ausencia del gen ampR, un gen regulador de la expresión 

de AmpC. Por este motivo, y a diferencia de otras enterobacterias, en E. coli no se produce 

la activación del gen blaAmpC en presencia de antibióticos inductores (181,182). Las 

betalactamasas AmpC son activas frente a penicilinas y cefalosporinas, pudiendo 

hidrolizar cefamicinas como cefoxitina y monobactámicos como el aztreonam. Los 

inhibidores de betalactamasas como el ácido clavulánico, el sulbactam o el tazobactam 

tienen poco efecto sobre este tipo de enzimas (183–185). También pueden encontrarse en 

plásmidos, incluso en E. coli, existiendo varias familias de enzimas: CMY, FOX, ACC, 

LAT, MIR, ACT, MOX y DHA (186). 

Por último, las betalactamasas de clase D (grupo 2f de Bush) son serina-betalactamasas 

capaces de hidrolizar la oxacilina (de ahí su denominación oxacilinasas o betalactamasas 

de tipo OXA) (168), las cuales siempre se encuentran localizadas en plásmidos (187). 

Aunque las primeras enzimas tipo OXA que se identificaron tenían una actividad limitada 

a las penicilinas, actualmente se conocen una gran variedad de enzimas que también son 

activas contra las cefalosporinas y los carbapenemas (187,188). Este tipo de enzimas que 

hidrolizan carbapenemas son especialmente importantes en microorganismos como A. 

baumannii (189). En el orden Enterobacterales, la OXA-48 es una de las más 

importantes, debido a su capacidad de hidrolizar carbapenemas. Esta enzima fue 

descubierta inicialmente en K. pneumoniae (190), aunque actualmente se ha detectado en 

varias especies de enterobacterias, incluyendo E. coli (187). Recientemente también se 
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ha reportado como OXA-1 es un mecanismo importante en la resistencia a los BL/IBL en 

E. coli productora de BLEE (191). 

 

4.1.1 Betalactamasas de espectro extendido 

 

Poco después de la introducción de la ceftazidima y la cefotaxima en la práctica clínica 

apareció la resistencia a estos mismos antibióticos en E. coli (192). En 1989 se describió 

el concepto de “betalactamasas de espectro extendido” o BLEE, haciendo referencia a 

enzimas de tipo TEM o SHV que presentaban mutaciones que les conferían un espectro 

de actividad ampliado con respecto a las TEM o SHV clásicas (193). Posteriormente se 

han descrito otras enzimas responsables de este fenotipo de resistencia antimicrobiana 

como CTX-M, PER, VEB, GES y TLE (194–197). Las BLEE son enzimas que se 

caracterizan por presentar resistencia a las oximino-cefalosporinas (cefotaxima, 

ceftazidima, ceftriaxona, cefuroxima y cefepime) y a los monobactámicos (aztreonam) 

pero no afecta a las cefamicinas (cefoxitina) ni a los carbapenemas (imipenem, 

meropenem y ertapenem) (74). Además, estas enzimas se inhiben por inhibidores de 

betalactamasas como ácido clavulánico, sulbactam y tazobactam (198). Durante la década 

de los años 90, K. pneumoniae BLEE portadora de TEM o SHV fue la que predominó y 

causó más brotes a nivel global, especialmente nosocomiales. Sin embargo, a partir del 

año 2000, E. coli BLEE portadora de CTX-M ha emergido como una causa importante 

de infecciones adquiridas en la comunidad, especialmente aquellas de origen urinario 

(199). Actualmente, CTX-M es la BLEE más ampliamente distribuida a nivel mundial en 

enterobacterias, especialmente en E. coli (198). A nivel europeo la resistencia a las 

cefalosporinas de tercera generación debido a la producción de BLEE en E. coli ha 

aumentado desde un 11,9% en el año 2012 hasta un 14,9% en el año 2017 mostrando un 

claro gradiente norte-sur, con el mayor porcentaje de resistencia en el sur de Europa. 

 

4.1.2 Carbapenemasas 

 

Las carbapenemasas son el grupo de betalactamasas con mayor espectro de hidrólisis, 

afectando a prácticamente todos los grupos de betalactámicos (200,201). Actualmente, 

las carbapenemasas se incluyen en las clases A, B y D de Ambler (202). 

Las serina-carbapenemasas, que comprenden las clases A y D, se descubrieron en los 

años 80 (202). Existen varias familias principales de carbapenemasas de clase A, que 
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incluyen las enzimas tipo NMC/IMI, SME, GES y KPC. Estas enzimas hidrolizan 

carbapenemas y se inhiben parcialmente por el ácido clavulánico (203). Este tipo de 

enzimas son, quizás, las más importantes clínicamente y epidemiológicamente por su 

elevado potencial para diseminarse y su difícil tratamiento (204,205). Entre las 

principales carbapenememasas de clase D se encuentran  las carbapenemasas de tipo 

OXA. La primera OXA con actividad carbapenemasa se aisló en A. baumannii en 1993 

(206), y desde entonces se han descrito numerosas enzimas OXA capaces de hidrolizar 

carbapenemas, la mayoría de ellas en esta especie bacteriana, aunque también en P. 

aeruginosa y Enterobacterales, incluyendo E. coli (202). 

El grupo de las MBLs incluye a las enzimas de la clase B de Ambler. Desde el punto de 

vista clínico, las familias más importantes son IMP, VIM y NDM (178,203). Estas 

enzimas confieren resistencia a todos los betalactámicos excepto los monobactámicos, y 

no se inhiben por ácido clavulánico (168). 

 

4.2. Resistencia microbiana a los betalactámicos en combinación con 
inhibidores de betalactamasas 
 

Los inhibidores de betalactamasas clásicos como sulbactam, ácido clavulánico y 

tazobactam se comercializan en combinación con penicilinas dando lugar a las 

combinaciones: ampicilina/sulbactam, amoxicilina/ácido clavulánico  y 

piperacilina/tazobactam. Estos antibióticos son activos frente a betalactamasas de clase 

A como TEM-1, TEM-2, SHV-1 o CTX-M (207). Estas combinaciones surgieron como 

una estrategia para combatir la producción de betalactamasas por parte de las bacterias. 

No obstante, la primera descripción de resistencia a un BL/IBL (amoxicilina/ácido 

clavulánico) en E. coli fue en 1989, tan solo 8 años después de su comercialización (208). 

De estas tres combinaciones, piperacilina/tazobactam es uno de los más utilizados en la 

práctica clínica diaria debido a su mayor espectro de actividad, lo que lo convierte en un 

antibiótico muy utilizado para el tratamiento empírico de infecciones graves como 

bacteriemia e infecciones intraabdominales (33,92). Sin embargo, parece ser que el uso 

excesivo de BL/IBL está contribuyendo a la emergencia de mecanismos de resistencia 

que limitan su uso terapéutico (209,210). Datos extraídos del estudio SMART (Study for 

Monitoring Antimicrobial Resistance Trends) en España muestra como se ha producido 

un aumento en las tasas de resistencia media en E. coli causante de infección 

intraabdominal, desde el 17,6% hasta el 18,5,1% para amoxicilina/ácido clavulánico y 
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desde el 7,7% hasta el 10% para piperacilina/tazobactam, durante los periodos 2002-2010 

y 2016-2017, respectivamente (44,211). Por otro lado, un estudio llevado a cabo por 

Suseno et al. (212) entre 2006 y 2016 en los Estados Unidos también mostró que cepas 

de E. coli y K. pneumoniae aisladas de muestras clínicas aumentaron su resistencia a 

piperacilina/tazobactam desde aproximadamente un 0,5% hasta un 1,4%. De la misma 

forma, en Inglaterra, las tasas de resistencia a P/T han aumentado en las bacteriemias por 

E. coli desde un 8,5% hasta un 11,7% y en el caso de amoxicilina/ácido clavulánico desde 

el 31% al 42% desde 2011 hasta 2015 (69,213). 

Diversos son los mecanismos de resistencia por los que E. coli presenta resistencia a los 

BL/IBL, entre los que se encuentran la hiperproducción de betalactamasas TEM-1 

(214,215), la aparición de mutantes de TEM-1 conocidos como IRT, del inglés inhibitor-

resistant TEM (207), la modificación de algunas OMPs en combinación con la presencia 

de betalactamasas (216), la producción de betalactamasas OXA-1 (191), la producción 

de betalactamasas SHV (217) o la hiperproducción de betalactamasas AmpC (218). De 

todos estos mecanismos, los más frecuentes son aquellos que se asocian con las 

betalactamasas de tipo TEM. 

Aunque estos tres IBL pueden inhibir enzimas de tipo TEM, la resistencia a BL/IBL 

mediada por los mecanismos previamente expuestos suele afectar en mayor medida a 

ampicilina/sulbactam y amoxicilina/ácido clavulánico, permaneciendo 

piperacilina/tazobactam activo contra la mayoría de estas enzimas (207,219). Esto se 

puede explicar porque tazobactam presenta la mayor actividad inhibidora contra las 

betalactamasas de tipo TEM, seguido del ácido clavulánico y el sulbactam (79,209). En 

consecuencia, la resistencia a los BL/IBL en E. coli parece producirse a diferentes niveles, 

pudiendo considerarse de bajo nivel cuando solo afecta a ampicilina/sulbactam o 

amoxicilina/ácido clavulánico y de alto nivel cuando se extiende a 

piperacilina/tazobactam. 
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La emergencia de infecciones por enterobacterias multirresistentes plantea un serio 

problema a nivel mundial que necesita urgentemente de soluciones eficaces. Para 

abordarlo, se pueden seguir tres estrategias diferentes: i) mediante el conocimiento de las 

características epidemiológicas y clínicas de los pacientes que padecen la infección, ii) 

mediante el conocimiento de las características microbiológicas, en términos de 

virulencia y resistencia antimicrobiana, de los microorganismos que causan la infección, 

y iii) mediante el desarrollo de sistemas de detección rápida de resistencia antimicrobiana. 

E. coli y K. pneumoniae son dos de las principales enterobacterias causantes de 

bacteriemia. Dado que existen diferencias microbiológicas en términos de epidemiología, 

patogenicidad y factores de virulencia entre estas dos bacterias, es probable que también 

existan diferencias en cuanto a las características clínicas y los factores relacionados con 

la mortalidad de los pacientes con bacteriemia por uno u otro microorganismo. Por otro 

lado, E. coli es el principal microorganismo causante de infección intraabdominal, la cual 

está asociada con una elevada mortalidad, especialmente cuando cursa con bacteriemia. 

Sin embargo, apenas existen estudios sobre la incidencia y las características clínicas y 

microbiológicas en este tipo de pacientes. 

Para poder producir una infección E. coli necesita de factores de virulencia. Uno de estos 

factores de virulencia que son importantes para el contacto patógeno-hospedador son las 

OMPs. En concreto, OmpA ha demostrado tener un papel importante en la virulencia de 

E. coli, tanto in vitro como en modelos animales. Además, la sobreexpresión de OmpA 

ha demostrado ser un factor de riesgo para el desarrollo de neumonía y bacteriemia, y 

mortalidad en A. baumannii. Sin embargo, no existen estudios que evalúen si la 

sobreexpresión de OmpA se asocia a una mayor mortalidad en la bacteriemia por E. coli. 

Otro aspecto importante a considerar es el tratamiento antimicrobiano. 

Piperacilina/tazobactam es un antimicrobiano ampliamente utilizado en el tratamiento 

empírico de las infecciones graves. Sin embargo, en los últimos años está aumentando la 

proporción de cepas de E. coli con resistencia a este antimicrobiano. Conocer los 

mecanismos por los que E. coli adquiere resistencia a piperacilina/tazobactam y, en 

consecuencia, desarrollar un sistema de detección rápida de resistencia al mismo sería 

fundamental para optimizar el abordaje terapéutico de los pacientes con infecciones 

graves por E. coli. 
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Las hipótesis de esta tesis doctoral son las siguientes: 

 
Capítulo I. Análisis de las características clínicas, pronósticas y microbiológicas de 
las bacteriemias por E. coli y K. pneumoniae y la infección intraabdominal por E. 

coli. 

1. Existen diferencias en las características epidemiológicas y clínicas de la bacteriemia 

por E. coli y K. pneumoniae. 

2. Existen diferencias en las características clínicas, pronósticas y epidemiológicas entre 

la infección intraabdominal por E. coli con y sin bacteriemia. 

3. Los aislados clínicos de E. coli procedentes de foco biliar muestran diferencias con 

respecto a los aislados clínicos intraabdominales de foco no biliar. 

 
Capítulo II. La sobreexpresión de la proteína de membrana externa A (OmpA) 

como factor de riesgo para la mortalidad en la bacteriemia e infección 
intraabdominal por E. coli. 
1. La sobreexpresión de OmpA es un factor de riesgo para la mortalidad en la bacteriemia 

por E. coli. 

2. La sobreexpresión de OmpA en E. coli facilita la diseminación desde el foco 

abdominal en modelos murinos. 

La sobreexpresión de OmpA es un factor de riesgo para el desarrollo de bacteriemia a 

partir de foco intraabdominal por E. coli. 

 
Capítulo III. Resistencia de espectro extendido a los betalactámicos en combinación 
con inhibidores de betalactamasas (ESRI) y desarrollo de un método de detección 
rápida de resistencia. 
1. Los aislados clínicos de E. coli causantes de bacteriemia e infección intraabdominal 

que tienen bajo nivel de resistencia a los BL/IBL pueden adquirir resistencia a 

piperacilina/tazobactam si se exponen a concentraciones subinhibitorias del 

antimicrobiano. 

2. La exposición a concentraciones crecientes de piperacilina/tazobactam produce la 

adquisición de resistencia de espectro extendido a los BL/IBL (ESRI). 

3. La ESRI, incluida a piperacilina/tazobactam, es debida a la acción de las 

betalactamasas de tipo TEM .y afecta a la resistencia a cefalosporinas. 
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4. La presencia de betalactamasas en E. coli puede dar lugar a fenómenos de 

heterorresistencia a piperacilina/tazobactam 

5. La ESRI, incluida a piperacilina/tazobactam, puede ser detectada mediante un sistema 

de detección rápida. 
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El objetivo general de esta Tesis Doctoral es realizar un análisis clínico-epidemiológico, 

de factores de virulencia y mecanismos de resistencia a los BL/IBL en aislados clínicos 

de E. coli causantes de bacteriemia e infección intraabdominal. 

 
Objetivos del capítulo I. Análisis de las características clínicas, pronósticas y 

microbiológicas de las bacteriemias por E. coli y K. pneumoniae y la infección 
intraabdominal por E. coli. 
1. Analizar las características clínicas y los factores pronósticos asociados con la 

mortalidad en las bacteriemias por E. coli y K. pneumoniae. 

2. Comparar las características epidemiológicas y clínicas y los factores pronósticos 

asociados con la infección intraabdominal por E. coli bacteriémica y sin bacteriemia. 

3. Estudiar la relación clonal, el resistoma y el viruloma de los aislados clínicos de E. 

coli procedentes de foco biliar versus los de foco intraabdominal no biliar. 

 
Objetivos del capítulo II. La sobreexpresión de la proteína de membrana externa A 
(OmpA) como factor de riesgo para la mortalidad en la bacteriemia e infección 
intraabdominal por E. coli.  

1. Estudiar la relación entre la expresión de OmpA y la mortalidad de los pacientes con 

bacteriemia por E. coli. 

2. Estudiar el impacto de la sobreexpresión de OmpA en la patogenicidad de E. coli en 

un modelo experimental murino de sepsis peritoneal. 

3. Comparar la expresión de OmpA en los pacientes con infección intraabdominal no 

bacteriémica y bacteriemia por E. coli. 

 
Objetivos del capítulo III. Resistencia de espectro extendido a los betalactámicos en 
combinación con inhibidores de betalactamasas (ESRI) y desarrollo de un método 

de detección rápida de resistencia. 
1. Estudiar el perfil de resistencia a BL/IBL de los aislados clínicos de E. coli procedentes 

de bacteriemia e infección intraabdominal. 

2. Analizar la actividad de piperacilina/tazobactam sobre aislados clínicos de E. coli con 

bajo nivel de resistencia a BL/IB, tras su exposición a concentraciones crecientes de 

piperacilina/tazobactam. 

3. Demostrar la adquisición de ESRI, incluida a piperacilina/tazobactam, en dichos 

aislados y su estabilidad. 
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4. Analizar la relación entre el tratamiento con piperacilina/tazobactam y la recurrencia 

por adquisición de resistencia a piperacilina/tazobactam en E. coli en pacientes. 

5. Estudiar el mecanismo subyacente a la ESRI y si la resistencia adquirida a 

piperacilina/tazobactam afecta a la actividad de las cefalosporinas. 

6. Estudiar la presencia de heterorresistencia a piperacilina/tazobactam en E. coli. 

7. Desarrollar un sistema de detección rápida de resistencia a BL/IBL. 
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CAPÍTULO I 
 

Análisis de las características clínicas, pronósticas y 
microbiológicas de las bacteriemias por E. coli y K. pneumoniae 

y la infección intraabdominal por E. coli. 
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Objetivo 1. Analizar las características clínicas y los factores pronósticos asociados 

con la mortalidad en las bacteriemias por E. coli y K. pneumoniae. 
 
Artículo 1: Epidemiology and risk factors for mortality in bloodstream infections by 

Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli. 

 
El objetivo de este trabajo fue analizar la epidemiología y los factores pronósticos para la 

mortalidad en las bacteriemias por K. pneumoniae y E. coli en la población general.  

Para ello se llevó a cabo un estudio de cohortes observacional y prospectivo en el hospital 

Universitario Virgen del Rocío en el que se recogieron variables demográficas, clínicas y 

microbiológicas y se compararon entre ambos grupos de pacientes. Se llevó a cabo un 

análisis bivariado y un análisis multivariado para identificar factores de riesgo 

relacionados con la mortalidad. Además se realizó un análisis microbiológico en el que 

se determinó la actividad antimicrobiana de diferentes antibióticos.  

Se incluyeron 106 pacientes con bacteriemia por K. pneumoniae y 247 con bacteriemia 

por E. coli. La bacteriemia por K. pneumoniae se asoció con la adquisición nosocomial, 

donde la bacteriemia fue mayormente de origen respiratorio o relacionada con el catéter. 

Estos pacientes necesitaron de más control del foco que los que tuvieron bacteriemia por 

E. coli, tenían mayor presencia de dispositivos externos y mayor exposición previa a los 

antibióticos. En contra, los pacientes con bacteriemia por E. coli tuvieron mayor 

adquisición comunitaria, donde el foco fue principalmente urinario y tuvieron mayor 

presencia de cáncer. El análisis multivariado identificó como factores de riesgo para la 

mortalidad en la bacteriemia por K. pneumoniae los índices de Charlson y Pitt, así como 

el foco gastrointestinal, mientras que para la bacteriemia por E. coli fueron también los 

índices de Charlson y Pitt, así como la presencia de catéter venoso central (CVC) 

permanente y sonda nasogástrica. El foco urinario de la bacteriemia, sin embargo, fue 

seleccionado como un factor protector. En cuanto al perfil de sensibilidad antibiótica, K. 

pneumoniae mostró más resistencia a cefalosporinas, amikacina y colistina, así como 

mayor producción de betalactamasas de espectro extendido. 

En conclusión, existen diferencias clínicas, epidemiológicas y microbiológicas notables 

entre la bacteriemia por K. pneumoniae y la bacteriemia por E. coli. 

El manuscrito resultante de este trabajo se enviará a la revista Enfermedades Infecciosas 

y Microbiología Clínica.  
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Title: Epidemiology and risk factors for mortality in bloodstream infections by 

Klebsiella pneumoniae and Escherichia coli. 

 

Abstract  

The objective of this study was to analyse the epidemiology and prognostic factors for 

the mortality in bloodstream infections by Klebsiella pneumoniae (BSI_Kp) and 

Escherichia coli (BSI_Ec) in non-selected population. A prospective observational cohort 

study was conducted. Variables were collected and comparing between both groups. 

Bivariate and multivariate analyses were performed to identify risk factors for mortality, 

and antimicrobial activity was determined. One hundred and six BSI_Kp and 247 BSI_Ec 

were included. BSI_Kp was associated with nosocomial acquisition, lower respiratory 

tract and catheter infections, source management, presence of devices, and previous 

antibiotic treatment. BSI_Ec was associated with community acquisition, urinary tract 

origin and cancer. Multivariate analysis identified Charlson and Pitt scores, and 

gastrointestinal origin as independent factors related to mortality in BSI_Kp; and 

Charlson and Pitt scores, presence of permanent central venous catheter and nasogastric 

tube as independent factors related to mortality in BSI_Ec. Urinary tract origin of 

bacteremia was found as protective factor. K. pneumoniae showed more resistance to 

cephalosporins, amikacin and colistin, and more ESBL production. In conclusion, this is 

the first study about epidemiology and prognostic factors for mortality between BSI_Kp 

and BSI_Ec in non-selected population. Great differences were observed between 

BSI_Kp and BSI_Ec in terms of clinical and microbiological features and risk factors 

related to mortality among patients with BSI_KP and BSI_Ec. 
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INTRODUCTION 

Bloodstream infections (BSI) have increased in the last years causing high morbidity and 

mortality.1,2 Enterobacterials are the most common Gram-negative bacteria involved in 

BSI,3 with Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae in the first and second more 

frequent positions, having incidence rates of 28-52 per 100,0004-7 and 7.2-11.7 per 

100,0008,9, respectively. Moreover, in spite of both microorganisms belonged to the 

Enterobacterials family differences between them exist in terms of pathogenicity, such as 

virulence factors or evasion of the immune response.10,11 Infections by K. pneumoniae 

have been associated with worse clinical outcome than E. coli and, recently, the 

emergence of hypervirulent K. pneumoniae strains have focused attention on this 

pathogen.10,12,13. Antimicrobial resistance is another main point to be considered between 

K. pneumoniae and E. coli causing BSI. In Europe, K. pneumoniae has been associated 

with higher antimicrobial resistance rates to third generation cephalosporins, quinolones, 

aminoglycosides and carbapenems than E. coli.14 

The knowledge of the differences in terms of clinical characteristics and mortality-related 

factors between BSI by K. pneumoniae (BSI_Kp) and E. coli (BSI_Ec) would be 

important to improve the clinical management and outcomes of the patients with 

infections by both microorganisms. Most of the studies about BSI_Kp and BSI_Ec are 

focused in ESBL, carbapenem-resistant pathogens,12,13,15-17 or in specific populations 

groups (eg. onco-hematological or elderly patients).17-19 Of note, there are no reports 

comparing BSI_Kp and BSI_Ec in non-selected populations. To this end, studying 

differences in the epidemiology and prognostic factors related with the mortality in BSI 

caused by E. coli and K. pneumoniae in overall population will be necessary in order to 

improve the clinical management of patients with BSI_Kp and BSI_Ec. The aim of this 

study was to analyse the epidemiology, clinical features, antimicrobial susceptibility and  
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resistance and the factors associated with the mortality of the non-selected population 

with BSI_Kp and BSI_Ec. 

 

MATERIAL AND METHODS 

Study design, patients and ethics 

We conducted a prospective observational cohort study between February 2016 to March 

2017, at the University Hospital Virgen del Rocío (Seville, Spain). All consecutive adult 

patients (³18 years) with positive blood cultures by K. pneumoniae or E. coli, 

independently of the infection source, were included in the study. The onset of BSI was 

defined as the date of the blood cultures extraction. Only the first BSI episode was 

included in this study during the patient´s admissions. The study was approved by the 

Ethics Committee of the University Hospital Virgen del Rocío of Seville (approval no. 

0023-N-16). Written informed consent was signed by all patients before inclusion in the 

study. 

 

Variables and definitions 

The following variables were collected from the patients: age and sex; comorbidities and 

severity of chronic underlying diseases (Charlson20 and McCabe scores,21)presence of 

solid or hematological malignances, immunosuppression, and neutropenia [<500 

neutrophils/µl]), acquisition type (defined as community-, health care- or hospital-

acquired, source of BSI according with clinical and microbiological criteria, source 

control, sepsis or septic shock,22 Pitt score,23 presence of devices (urinary catheter, 

transitory or permanent central venous catheter (CVC), nasogastric tube, and mechanical 

ventilation), antibiotic exposure in the two months prior the BSI and appropriate empirical 

therapy for the current episode. The patients were followed up until hospital discharge, 
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death or 30 days, whichever occurred first. All clinical decisions were made by the 

physicians in charge of the patients. 

 

Microbiological studies 

K. pneumoniae and E. coli were identified using MALDI-TOF (Bruker Daltonik GmbH, 

Leipzig, Germany). The antimicrobial activity of the following antibiotics: amoxicillin-

clavulanic acid, piperacillin/tazobactam, cefuroxime, ceftazidime, cefotaxime, cefepime, 

ertapenem, imipenem, meropenem, ciprofloxacin, levofloxacin, gentamicin, tobramycin, 

amikacin, co-trimoxazole and tigecycline against K. pneumoniae and E. coli isolates was 

measured by broth microdilution method using MicroScan Walk Away NM44 panels 

(Beckman Coulter, Inc., USA). Colistin activity was determined by standard broth 

microdilution as recommended by the European Committee of Antimicrobial 

Susceptibility Testing (EUCAST),24 and PCR for mcr-1 and mcr-2 genes using specific 

primers (mcr-1 Fw 5ʹ-CGGTCAGTCCGTTTGTTC-3ʹ, mcr-1 Rv 5ʹ-

CTTGGTCGGTCTGTAGGG-3ʹ, mcr-2 Fw 5’-ATGACATCACATCACTCTTGG-3’ , 

mcr-2 Rv 5’-TTACTGGATAAATGCCGCGC-3’25,26 were performed in the colistin-

resistant isolates. Interpretation criteria were performed following the EUCAST 

breakpoint tables.27 ESBL production was confirmed using the broth microdilution 

synergy test according to the EUCAST standards.28 MDR criteria was established as non-

susceptible to ³1 agent in ³3 antimicrobial categories.29 E. coli ATCC 25922 was used as 

control strain. 

 

Statistical analysis 

A descriptive analysis was performed for demographics and clinical variables,  with 

median and range for the quantitative variables and frequency distribution for the 

qualitative variables. Fisher and χ2 tests were used for categorical variables, and 
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continuous variables were analyzed using Mann Whitney U test. Logistic regression 

analysis was performed to identify independent risk factors for death. Variables known 

to be associated with death for BSI_Kp and BSI_Ec, or with P values ≤0.1 in bivariate 

analysis, were included in the multivariate analysis. Furthermore, multivariate analysis of 

the variables associated with death was performed for BSI_Kp and BSI_Ec. Differences 

were considered significant at P<0.05. All statistical analyses were performed using 

SPSS software, version 20.0 (SPSS). 

 

RESULTS 

Patients, clinical characteristics and risk factors 

A total of 353 patients with BSI were included in the study, 106 (30.1%) by K. 

pneumoniae and 247 (69.9%) by E. coli. Demographics and clinical variables are 

summarized in Table 1. Several differences were found between both pathogens. BSI_Kp 

were more frequently hospital-acquired (P<0.001), with source in lower respiratory tract 

(P=0.01), catheter (P<0.001), and presence of devices (P=0.002) (especially transitory 

CVC (P<0.001), nasogastric tube (P<0.001) and mechanical ventilation (P<0.001)), as 

well as previous antibiotic exposure (P=0.001), and required more source control 

(P=0.033). While, E. coli was more frequently associated with community acquired BSI 

(P=0.002), cancer (P=0.048), primary site of the BSI from urinary tract (P=0.025). No 

differences in mortality were found between both pathogens (17.9% vs. 18.6%). 

 

Factors related to mortality in BSI_Kp and BSI_Ec 

The bivariate analysis showed that presence of systemic autoimmune diseases (P=0.008), 

lung disease (P=0.031) and hematological malignances (P=0.031), and presence of sepsis 

(P=0.004) were associated with mortality in BSI_Kp (Table 2). While presence of cancer 

(P<0.001), diabetes mellitus (P=0.042), dementia (P=0.034), neutropenia (P=0.040), 
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health care-associated BSI (P=0.035), primary BSI (P=0.007), presence of septic shock 

(P<0.001), and presence of devices (P=0.047) especially permanent CVC (P=0.006) were 

associated with mortality in BSI_Ec (Table 3). Furthermore, in BSI_Kp and BSI_Ec, 

Charlson score (P=0.016 and P<0.001), McCabe score ultimately or rapidly fatal 

(P<0.001 and P<0.001), gastrointestinal origin of BSI (P=0.008 and P=0.019), Pitt score 

(P<0.001 and P=0.001) and presence of nasogastric tube (P=0.003 and P<0.001) were 

associated with mortality, respectively (Table 2 and Table 3). 

It is noteworthy that factors associated with survival in BSI_Ec were found such as 

community-acquired BSI (P=0.007) and urinary tract origin of BSI (P<0.001) (Table 3). 

The multivariate analysis showed that Charlson score (odds ratio [OR], 1.39 [95% 

confidence interval (CI), 1.07-1.82; P=0.014]), gastrointestinal source of BSI (OR, 13.10 

[1.52-112.71; P= 0.019]) and Pitt score (OR, 1.65 [1.17-2.33; P=0.004]) were associated 

with mortality in BSI_Kp (Table 4). While Charlson score (OR, 1.44 [1.21-1.70; 

P<0.001]), Pitt score (OR, 1.62 [1.23-2.14; P<0.001]), presence of permanent CVC (OR, 

5.37 [1.60-18.02; P=0.006]) and nasogastric tube (OR, 10.16 [2.26-45.51; P=0.002]) 

were associated with mortality in BSI_Ec (Table 5). Interestingly, the urinary tract source 

of BSI (OR, 0.24 [0.09-0.68; P<0.007]) was a protective factor for the mortality in 

BSI_Ec (Table 5). 

 

Antimicrobial resistance 

Differences between K. pneumoniae and E. coli in terms of antimicrobial resistance are 

summarized in Table 6. K. pneumoniae was more resistant to cefuroxime (P=0.001), 

cefotaxime (P<0.001), ceftazidime (P<0.001), cefepime (P<0.001), amikacin (P=0.035) 

and colistin (P<0.001) than E. coli. The production of ESBL also was higher in K. 

pneumoniae than E. coli (P<0.001), although no differences were observed in terms of 



CAPÍTULO I. Artículo 1 

52 
 

MDR. All the isolates colistin-resistant were negative for the presence of mcr-1 and mcr-

2 genes. 

 

DISCUSSION 

In the present study, we analyzed two cohorts of nonselected patients with BSI by K. 

pneumoniae and E. coli. Differences in the epidemiology, antimicrobial activity and 

factors related to mortality have been found. BSI_Kp is more related to the hospitalization 

while BSI_Ec to community acquisition. However, in hospitalized patients, BSI_Ec is 

more associated with mortality than BSI_Kp. Furthermore, K. pneumoniae showed higher 

antibiotic resistance profile than E. coli.  

No difference in mortality was observed between BSI_Kp and BSI_Ec; neither the 

mortality related to ESBL-positive or ESBL-negative (Table 1). Similar data were 

reported by two other studies,12,30 although none of them were focused in nonselected 

population. In contrast, Leistner et al. found that ESBL-negative K. pneumoniae has 

presented higher mortality rates than ESBL-negative E. coli15. The difference in mortality 

observed in our study may be due to the study design, where mortality was measured 

differently and making the data not comparable between our study and the study of 

Leistner et al.15 

Based on differences between demographic and clinical characteristic (Table 1), BSI_Ec 

was related with community acquisition as well as urinary tract as the primary site of BSI. 

On the other hand, BSI_Kp was related with nosocomial acquisition, patients with 

external devices, especially transitory CVC, nasogastric tube and mechanical ventilation. 

Hence, it’s expected that the primary site of BSI was more frequently respiratory tract or 

catheter, and that patients infected by K. pneumoniae required more source management 

than those infected by E. coli. Furthermore, the fact that K. pneumoniae is considered an 

hospital-related pathogen may explain that BSI_Kp was associated with previous 
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antibiotic exposure, since hospitalized patients receive antimicrobial therapy more 

frequently than community patients. It is noteworthy that E. coli was isolated with more 

frequency than K. pneumoniae in patients who had cancer (P=0.048), which has been also 

reported in two previous studies.19,31 This difference could be related with the number of 

patients included in our cohorts that have cancer and neutropenia. The presence of 

neutropenia in these patients could predispose them to primary bacteremia due to the 

translocation of E. coli into the bloodstream.32 However, more studies are necessary to 

elucidate this hypothesis. 

Importantly, in multivariate analysis Charlson and Pitt scores and gastrointestinal origin 

were independent factors highly associated with mortality in BSI_KP (Table 4). In this 

way, the suspicion of gastrointestinal origin could have an important consideration as 

prognostic factor in patients with BSI_Kp. In BSI_Ec, however, Charlson and Pitt scores, 

and presence of permanent CVC and nasogastric tube were independent risk factors for 

mortality (Table 5). This main data indicate that nasogastric tube could be related to worse 

prognostic if bacteremia occurs in hospitalized patients infected by E. coli; although 

BSI_Kp is more associated with hospitalization than BSI_Ec. In contrast, urinary tract 

origin of the BSI was considered protective factors for the mortality in BSI_Ec, probably 

due to the good prognosis of BSI in these patients. 

Finally, some differences in the antimicrobial resistant profile were observed between 

both pathogens (Table 6). K. pneumoniae present higher antimicrobial resistance and 

higher ESBL production than E. coli. However, MDR rate was similar in both pathogens 

without being associated with mortality (data not shown). These resultas are according to 

that reported by the SENTRY program, where colistin resistance is higher in K. 

pneumoniae than E. coli.33 In contrast, previous observations showed  that higher MDR 

strains rate was found in nonsurvivor patients with BSI (43.6% vs. 15.6%).13 Although 

the total percentage of MDR strains was similar in both studies (around 25%), this 
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difference could be due to the additional inclusion of Proteus mirabilis in their analysis, 

and/or to definition of MDR. It is important to emphasize that higher percentage of K. 

pneumoniae resistant to colistin than E. coli has been observed in our study (16.6% vs. 

0.5%). Previous independent work showed that colistin resistance prevalence is slightly 

higher in E. coli (0.5%) than K. pneumoniae (0.4%) in Spain.34 These differences 

observed could be due to the different methods used to determine resistance to colistin 

(broth microdilution vs. gradient strips, respectively) that make both studies not 

comparable between them. It has been reported that MIC values to colistin in gradient 

strips can be understimated,35 so that EUCAST recommended the broth microdilution as 

the only valid method for the MIC determination to colistin.24  

This study has one main limitation. It was conducted in a single center. However, we 

collected data of patients hospitalized in the all departments which provide a general idea 

about the bacteremia that can be occurred in other hospitals. A multicenter study would 

be welcomed to confirm our hypothesis. 

In conclusion, clear differences exist between BSI_Kp and BSI_Ec in terms of clinical 

characteristics, and mortality-related factors. To our knowledge, this is the first study in 

which BSI by K. pneumoniae and E. coli were analyzed independently in a nonselected 

population. A better understanding of these differences is important to improve clinical 

practice in BSI. 
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Table 1. Demographics and clinical features of patients with bloodstream infections by 
E. coli and K. pneumoniae.  

Factor K. pneumoniae 
(n=106) 

E. coli 
(n=247) P-value 

Age, median (range), y 63 (51-76) 68 (56-77) 0.189 
Sex (male), No (%) 61 (57.5) 118 (47.8) 0.090 
Charlson score, median (range) 2 (1-4) 2 (1-5) 0.582 
Comorbid condition, No (%)    

McCabe score, ultimately or rapidly fatal 41 (38.7) 103 (41.7) 0.597 
Cancer 26 (24.5) 87 (35.2) 0.048 
Diabetes 30 (28.3) 62 (25.1) 0.530 
Collagenosis 6 (5.6) 14 (5.6) 0.998 
Dementia 2 (1.8) 8 (3.2) 0.729 
Lung disease 12 (11.3) 26 (10.5) 0.825 
Vascular disease 42 (39.6) 93 (37.6) 0.727 
CKD 18 (16.9) 32 (12.9) 0.320 
Liver disease 25 (10.1) 15 (14.1) 0.274 
Hemmatological malignances 12 (11.3) 15 (6.0) 0.089 
Immunosuppression 35 (33.0) 75 (30.3) 0.722 
Neutropenia 11 (10.3) 19 (7.7) 0.407 

Acquisition type    

Community-acquired 26 (24.5) 104 (42.1) 0.002 
Health care-associated 27 (25.4) 80 (32.4) 0.195 
Hospital-acquired 53 (50.0) 63 (25.5) <0.001 

Source of BSI, No (%)    
Urinary tract 39 (36.7) 123 (49.8) 0.025 
Biliary tract 18 (16.9) 42 (17.0) 0.996 
Catheter 16 (15.1) 8 (3.2) <0.001 

Respiratory tract 12 (11.3) 10 (4.0) 0.010 

Gastrointestinal 6 (5.6) 17 (6.9) 0.670 

Primary 11 (10.3) 33 (13.3) 0.437 
Other 4 (3.7) 14 (5.6) 0.458 

Source control, No (%) 37 (34.9) 59 (23.9) 0.033 
Sepsis, No (%) 15 (14.1) 42 (17.0) 0.504 

Septic shock, No (%) 27 (25.4) 49 (19.8) 0.238 

Pitt score, median (range) 1 (0-3) 1 (0-2) 0.085 

Presence of devices, No (%) 85 (80.1) 156 (63.1) 0.002 

Urinary catheter 46 (43.3) 104 (42.1) 0.822 
Transitory CVC 36 (33.9) 36 (14.5) <0.001 
Permanent CVC 10 (9.4) 25 (10.1) 0.843 
Nasogastric tube 26 (24.5) 14 (5.6) <0.001 
Mechanical ventilation 20 (18.8) 13 (5.2) <0.001 

Previous antibiotic exposure, No (%) 68 (64.1) 111 (44.9) 0.001 

Appropriate empirical therapy, No (%) 92 (86.7) 226 (91.5) 0.080 
Crude Mortality, No (%) 19 (17.9) 46 (18.6) 0.877 

related to ESBL-positive 4 (17.4) 4 (20.0) 1.0 
related to ESBL-negative 15 (18.0) 42 (18.5) 0.931 

CKD, chronic kidney disease, BSI, bloodstream infection; CVC, central venous catheter; 
ESBL, extended spectrum beta-lactamase.
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Table 2. Bivariate analysis of factors related to mortality in BSI by K. pneumoniae 

Factor Dead patients 
(n=19) 

Survivor Patients  
(n=87) P-value 

Age, median (range), y 63 (52-76) 63 (51-76) 0.868 
Sex (male), No (%) 12 (63.1) 49 (56.3) 0.586 
Charlson score, median (range) 4 (3-5) 2 (1-3) 0.016 
Immunosuppression 9 (47.3) 24 (27.5) 0.097 
Neutropenia 4 (21.0) 7 (8.0) 0.105 
Acquisition type    

Community acquired 3 (15.8) 23 (26.43) 0.335 

Healthcare related 4 (21.0) 23 (26.4) 0.626 
Nosocomial 12 (63.1) 41 (47.1) 0.210 

Primary site of BSI, No (%)    
Urinary tract 4 (21.0) 35 (40.2) 0.125 
Biliary tract 1 (5.2) 17 (19.5) 0.165 
Catheter 2 (10.5) 14 (16.1) 0.540 

Respiratory tract 4 (21.0) 8 (9.2) 0.150 

Gastrointestinal 4 (21.0) 2 (2.3) 0.008 

Unknown 3 (15.8) 8 (9.2) 0.399 
Other 1 (5.2) 3 (3.4) 0.709 

Source management, No (%) 4 (21.0) 33 (37.9) 0.170 
Sepsis, No (%) 7 (36.8) 8 (9.1) 0.004 

Septic shock, No (%) 6 (31.5) 21 (24.1) 0.502 

Pitt score, median (range) 3 (2-5) 0 (0-2) <0.001 

Presence of devices, No (%) 18 (94.7) 67(77.0) 0.112 

Urinary catheter 10 (52.6) 36 (41.3) 0.372 
Transitory CVC 10 (52.6) 26 (71.2) 0.063 
Permanent CVC 2 (10.5) 8 (9.1) 0.857 
Nasogastric tube 10 (52.6) 16 (18.4) 0.003 
Mechanical ventilation 5 (26.3) 15 (17.2) 0.364 

Previous antibiotic exposure, No (%) 16 (84.2) 52 (59.7) 0.055 
Appropriate empirical therapy, No (%) 17 (89.4) 75 (86.2) 0.787 

BSI, bloodstream infection; CVC, central venous catheter.  
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Table 3. Bivariate analysis of factors related to mortality in BSI by E. coli. 

Factor Dead patients 
(n=46) 

Survivor Patients 
(n=201) P-value 

Age, median (range), y 68 (58 – 76) 68 (55 – 78) 0.404 
Sex (male), No (%) 24 (52.1) 105 (52.2) 0.994 
Charlson score, median (range) 5 (3-6.2) 2 (1-4) <0.001 
Immunosuppression 17 (36.9) 56 (27.86) 0.225 
Neutropenia 7 (15.2) 12 (5.9) 0.040 
Acquisition type    

Community acquired 11 (23.9) 93 (46.2) 0.007 
Healthcare related 21 (45.6) 59 (29.3) 0.035 
Nosocomial 14 (30.4) 49 (24.3) 0.396 

Primary site of BSI, No (%)    
Urinary tract 9 (19.5) 114 (56.7) <0.001 
Biliary tract 9 (19.5) 33 (16.4) 0.609 
Catheter 3 (6.5) 5 (2.4) 0.179 
Respiratory tract 4 (8.7) 6 (2.9) 0.091 
Gastrointestinal 7 (15.2) 10 (4.9) 0.019 
Unknown 12 (26.1) 21 (10.4) 0.007 
Other 2 (4.3) 12 (5.9) 0.669 

Source management, No (%) 10 (21.7) 49 (24.3) 0.705 
Sepsis, No (%) 7 (15.2) 35 (17.41) 0.721 
Septic shock, No (%) 20 (43.5) 29 (14.4) <0.001 
Pitt score, median (range) 2 (0-3) 1 (0-2) 0.001 
Presence of devices, No (%) 35 (76.1) 121 (60.2) 0.047 

Urinary catheter 21 (45.6) 84 (41.8) 0.633 
Transitory CVC 11 (23.9) 25 (12.43) 0.051 
Permanent CVC 10 (21,7) 15 (7,4) 0.006 
Nasogastric tube 9 (19,5) 5 (2,5) <0.001 
Mechanical ventilation 5 (10.8) 8 (3.9) 0.070 

Previous antibiotic exposure, No (%) 21 (45.6) 90 (44.7) 0.914 
Appropriate empirical therapy, No (%) 43 (93.4) 183 (91.0) 0.889 

BSI, bloodstream infection; CVC, central venous catheter. 

 

Table 4. Multivariate analysis of factors related to mortality in BSI by K. pneumoniae 

 

 
 

 

 

BSI, bloodstream infection. 

Factor 
Dead 

patients 
(n=19) 

Survivor 
Patients 
(n=87) 

P-value OR (95% CI) 

Charlson score, median (range) 4 (3-5) 2 (1-3) 0.014 1.39 (1.07–1.82) 
Gastrointestinal origin of the BSI, 
No (%) 

4 (21.0) 2 (2.3) 0.019 13.10 (1.52–112.71) 

Pitt score, median (range) 3 (2-5) 0 (0-2) 0.004 1.65 (1.17–2.33) 

Nasogastric tube, No (%) 10 (52.6) 16 (18.4) 0.368 1.90 (0.46–7.69) 
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Table 5. Multivariate analysis of factors related to mortality in BSI by E. coli. 

Factor 
Dead 

patients 
(n=46) 

Survivor 
Patients 
(n=201) 

P-value OR (95% CI) 

Charlson score, median (range) 5 (3-6.2) 2 (1-4) <0.001 1.44 (1.21 – 1.70) 
Neutropenia, No (%) 7 (15.2) 12 (5.9) 0.064 3.56 (0.93 – 13.63) 
Community acquired BSI, No (%) 11 (23.9) 93 (46.2) 0.900 0.93 (0.33 – 2.59) 
Urinary tract source of BSI, No (%) 9 (19.5) 114 (56.7) 0.007 0.24 (0.09 – 0.68) 
Pitt score, median (range) 2 (0-3) 1 (0-2) <0.001 1.62 (1.23 – 2.14) 
Permanent CVC, No (%) 10 (21,7) 15 (7,4) 0.006 5.37 (1.60 – 18.02) 
Nasogastric tube, No (%) 9 (19,5) 5 (2,5) 0.002 10.16 (2.26 – 45.51) 

BSI, bloodstream infection; CVC, central venous catheter. 

 

Table 6. Number of clinical isolates of E. coli and K. pneumoniae resistant to different 
antibiotics. 

ESBL, Extended Spectrum Betalactamase; MDR, Multidrug Resistant.

Factor K. pneumoniae  
(n=106) 

E. coli  
(n=247) P-value 

Antimicrobial agent, No. (%)    
Amoxicillin/clavulanic acid 19 (17.9) 51 (20.6) 0.331 

Piperacillin/tazobactam 6 (5.7) 5 (2.0) 0.160 

Cefuroxime 28 (26.4) 30 (12.1) 0.001 

Cefotaxime 25 (23.6) 23 (9.3) <0.001 

Ceftazdime 24 (22.6) 21 (8.5) <0.001 

Cefepime 24 (22.6) 20 (8.1) <0.001 

Ertapenem 2 (1.9) 0 (0.0) 0.090 

Imipenem 2 (1.9) 0 (0.0) 0.090 

Meropenem 2 (1.9) 0 (0.0) 0.090 

Ciprofloxacin 26 (24.5) 80 (32.4) 0.221 

Levofloxacin 26 (24.5) 30 (32.4) 0.221 

Gentamicin 18 (16.0) 24 (10.1) 0.070 

Tobramycin 19 (17.0) 26 (10.9) 0.083 

Amikacin 4 (3.8) 1 (0.4) 0.035 

Cotrimoxazole 35 (33) 97 (39.3) 0.176 

Tigecycline 0 (0) 0 (0) 1.0 

Colistin 15/90 (16.6) 1/183 (0.5) <0.001 

ESBL, No. (%) 23 (21.7) 20 (8.1) <0.001 

MDR, No. (%) 24 (22.6) 59 (23.8) 0.800 
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Objetivo 2. Comparar las características epidemiológicas y clínicas y los factores 

pronósticos asociados con la infección intraabdominal por E. coli bacteriémica y sin 
bacteriemia. 
 
Artículo 2: Epidemiology and risk factors for bacteremia and mortality in 

intraabdominal infections by Escherichia coli. 
 
La infección intraabdominal es una causa frecuente de morbi-mortalidad y E. coli es uno 

de los principales microorganismos implicados. Sin embargo, a pesar de esto, apenas 

existen estudios sobre la epidemiología y los factores pronósticos para la mortalidad y el 

desarrollo de bacteriemia en este tipo de infecciones por E. coli. Es por ello decidimos 

analizar la epidemiología y los factores de riesgo tanto para la mortalidad como para el 

desarrollo de bacteriemia en las infecciones intraabdominales por E. coli en población 

general. 

Se llevó a cabo un estudio de cohortes observacional y prospectivo en el hospital 

Universitario Virgen del Rocío en el que se recogieron datos demográficos, clínicos y 

microbiológicos de 154 pacientes con infección intraabdominal por E. coli. Se realizó un 

análisis bivariado y multivariado para identificar factores de riesgo relacionados con la 

mortalidad y con el desarrollo de bacteriemia en este tipo de infección. 

En cuanto a los resultados referentes a la mortalidad, los pacientes fallecidos en 

comparación con los pacientes superviventes tenían un mayor índice de Charlson, así 

como mayor frecuencia de índice de McCabe últimamente o rápidamente fatal, 

bacteriemia, shock séptico y presencia de dispositivos externos. El análisis multivariado 

seleccionó el shock séptico [Odds ratio (OR) 12,54 (3,17-49,60); P<0,001] y la 

bacteriemia [OR 5,25 (1,25-21,96); P=0,023] como factores de riesgo independientes 

para la mortalidad de los pacientes. Por otro lado, los pacientes en los que se produjo 

desarrollo de bacteriemia fueron de mayor edad, tuvieron un índice de Charlson mayor y 

un índice de McCabe últimamente o rápidamente fatal más frecuentemente. Además, 

tuvieron más frecuencia de shock séptico, presencia de dispositivos externos y mayor 

adquisició hospitalaria de la infección, así como mayor mortalidad. El análisis 

multivariado seleccionó como factores de riesgo independientes para el desarrollo de 

bacteriemia el índice de Charlson [OR 1,46 (1,10-1,94); P=0,009], el foco biliar de la 

infección [OR 6,89 (1,28-37,07); P=0,024] y la presencia de dispositivos externos [OR 

16,12 (1,68-154,06); P=0,016]. 
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Por lo tanto, se demuestra que existen grandes diferencias en cuanto a la epidemiología y 

los factores pronósticos para la mortalidad y el desarrollo de bacteriemia en la infección 

intraabdominal por E. coli. 

El manuscrito resultante de este trabajo se enviará a la revista Journal of Infection   
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Title: Epidemiology and risk factors for bacteremia and mortality in 

intraabdominal infections by Escherichia coli. 

 

Abstract 

Escherichia coli is one of the main microorganism involved in intraabdominal infections 

(IAI). However, despite the mortality and bacteremia development in IAI, there is few 

data on the epidemiology and prognostic factors for mortality and development of 

bacteremia in IAI by E. coli. In this study, we have determined the epidemiology and risk 

factors for mortality and bacteremia development in IAI by E. coli in non-selected 

patients. We analysed demographics, microbiological and clinical data from 154 patients 

with IAI by E. coli included in a prospective observational cohort study. Bivariate and 

multivariate analyses were performed to identify risk factors for mortality and bacteremia 

development. Dead patients have higher Charlson score, McCabe score ultimately or 

rapidly fatal, bacteremia, septic shock and presence of external devices. The multivariate 

analysis identified septic shock [OR 12.54 (3.17-49.60); P<0.001] and bacteremia [OR 

5.25 (1.25-21.96); P=0.023] as independent risk factors for mortality. On the other hand, 

patients with bacteremia were older with higher Charlson and McCabe scores, sepsis, 

septic shock, more external devices and hospital acquisition, and higher mortality. The 

multivariate analysis identified Charlson score [OR 1.46 (1.10-1.94); P=0.009], biliary 

tract source [OR 6.89 (1.28-37.07); P=0.024] and presence of devices [OR 16.12 (1.68-

154.06); P=0.016] as independent risk factors for bacteremia development. This study 

demonstrates the presence of great differences in terms of epidemiology and prognostic 

factors for mortality and bacteremia development in IAI by E. coli. 

Keywords: Escherichia coli, intraabdominal infection, epidemiology, bacteremia, 

mortality. 
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INTRODUCTION 

Escherichia coli is among the Enterobacterales with high clinical interest. This pathogen 

may cause severe community and nosocomial infections including intraabdominal 

infections (IAI) [1]. Data from the SMART (Study for Monitoring Antimicrobial 

Resistance Trends) surveillance study performed during several years in different 

countries showed that E. coli have represented 40-60% of the microorganism causing IAI 

[2–4]. 

Over the last decade, E. coli has become increasingly resistant to first and second-line 

antibiotics (i.e. β-lactams, fluoroquinolones and aminoglycosides) in Europe and in the 

rest of the world [5]. One of the most important problems with antimicrobial resistance 

in E. coli is the production of extended-spectrum β-lactamases (ESBLs) making difficult 

to have an appropriate therapy for the severe infections [6]. Resistance to the third-

generation cephalosporin mainly due to ESBLs production continued to increase in 

Europe between 2012 and 2015 from 11.9% to 13.1%, respectively, and show a clear 

north to south gradient with the highest percentages of resistance reported from Southern 

Europe [7]. At intraabdominal level, the prevalence of E. coli producing ESBL varied 

from 9.9% to 49% according to the country (Spain, Turkey, Jordan and Lebanon) where 

it was isolated [2–4]. 

The management of patients with IAI is increasingly complicated due to the lack of 

optimal therapeutic options, which increases the risk of therapeutic failure and mortality, 

and produces a greater consumption of health resources. This complication is aggravated 

when these patients have secondary bacteremia, especially when they developed sepsis 

or septic shock [8]. Fifteen percent of secondary bacteremia to IAI has been reported in 

critically ill patients [8]. This percentage was increased to 26% when the patients undergo 
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intraabdominal surgery [9,10]. However, there is a lack of data about the incidence of 

secondary bacteremia to IAI in non-selected patients. 

Some risk factors associated with secondary bacteremia to IAI such as age, cancer, 

immunosuppression or SOFA score are studied in surgical or critically ill patients, but 

not in non-selected patients [8,9]. The knowledge of the differences between IAI with or 

without bacteremia, in terms of clinical characteristics and mortality-related factors is 

important to improve the clinical management and outcomes of the patients with IAI by 

E. coli. To this end, the aim of this study was to analyse the epidemiology, clinical 

features, antimicrobial susceptibility and factors associated with the mortality of the non-

selected patients with IAI by E. coli. 

 

MATERIAL AND METHODS 

Study design, patients and ethics 

A prospective observational cohort study from February 2016 to March 2017 was 

conducted at the University Hospital Virgen del Rocío (Seville, Spain). One hundred fifty 

four adult patients (³18 years) with suspected IAI by E. coli isolated from intraabdominal 

samples or blood cultures were selected for the study. Only the first IAI episode was 

included in this study during the patient´s admissions. The pathogenic role as colonization 

or infection was evaluated by a member of the Infectious Diseases Service and/or the 

Intensive Care Unit (ICU), according to defined criteria [1]. The study was approved by 

the Ethics Committee of the University Hospital Virgen del Rocío of Seville (approval 

no. 0023-N-16). Written informed consent was signed by all patients before inclusion in 

the study. 
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Variables  

The following variables were collected from the patients: age and sex; comorbidities and 

severity of chronic underlying diseases (Charlson [11] and McCabe scores [12]) presence 

of solid or hematological malignances, immunosuppression, and neutropenia [<500 

neutrophils/µl]), acquisition type (defined as community-, health care- or hospital-

acquired), source of IAI (defined as biliary, intestinal and peritonitis)  according with 

clinical and microbiological criteria, source control, sepsis or septic shock [13], Pitt score 

[14], presence of devices (urinary catheter, transitory or permanent central venous 

catheter (CVC), nasogastric tube, and mechanical ventilation), antibiotic exposure in the 

two months prior the IAI, appropriate empirical therapy for the current episode, therapy 

for the current episode (at less an antimicrobial active against the isolate) de-escalation 

of the antimicrobial treatment and duration of the therapy. The patients were followed up 

until hospital discharge, death or 30 days, whichever occurred first. All clinical decisions 

were made by the physicians in charge of the patients. 

 

Microbiological studies 

E. coli isolates were identified using MALDI-TOF (Bruker Daltonik GmbH, Leipzig, 

Germany). The antimicrobial activity of the following antibiotics: ampicillin, 

amoxicillin-clavulanic acid, piperacillin/tazobactam, cefuroxime, ceftazidime, 

cefotaxime, cefepime, ertapenem, imipenem, meropenem, ciprofloxacin, levofloxacin, 

gentamicin, tobramycin, amikacin, co-trimoxazole and tigecycline against E. coli isolates 

was determined by broth microdilution method using MicroScan Walk Away NM44 

panels (Beckman Coulter, Inc., USA). Colistin activity was determined by standard broth 

microdilution as recommended by the European Committee of Antimicrobial 

Susceptibility Testing (EUCAST) [15] and PCR for mcr-1 and mcr-2 genes using specific 
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primers (mcr-1 Fw 5ʹ-CGGTCAGTCCGTTTGTTC-3ʹ, mcr-1 Rv 5ʹ-

CTTGGTCGGTCTGTAGGG-3ʹ, mcr-2 Fw 5’-ATGACATCACATCACTCTTGG-3’, 

mcr-2 Rv 5’-TTACTGGATAAATGCCGCGC-3’[16,17] were performed in the colistin-

resistant isolates. Interpretation criteria were performed following the EUCAST 

breakpoint tables [18]. ESBL production was confirmed using the broth microdilution 

synergy test according to the EUCAST standards [19]. MDR criteria was established as 

non-susceptible to ³1 agent in ³3 antimicrobial categories [20]. E. coli ATCC 25922 was 

used as control strain. 

 

Statistical analysis 

A descriptive analysis was performed for demographics and clinical variables, with 

median and range for the quantitative variables and frequency distribution for the 

qualitative variables. Fisher and χ2 tests were used for categorical variables, and 

continuous variables were analyzed using Mann Whitney U test. Logistic regression 

analysis was performed to identify independent risk factors for bacteremia and death. 

Variables known to be associated with bacteremia or mortality for IAI by E. coli, or with 

P values ≤0.1 in bivariate analysis were included in the multivariate analysis. Differences 

were considered significant at P<0.05. All statistical analyses were performed using 

SPSS software, version 23.0 (SPSS). 

 

RESULTS 

Demographic, clinical characteristics and risk factors for mortality of IAI patients 

A total of 154 patients with IAI by E. coli were included in the study which 16 (10.4%) 

of them died during the follow-up. Demographics and clinical features among dead and 

survivor IAI patients are summarized in table 1. Dead patients presented more 



CAPÍTULO I. Artículo 2 
 

71 
 

comorbidities, with higher Charlson score (P=0.018) and more frequently McCabe score 

ultimately or rapidly fatal (P<0.001). Source of IAI was not associated with mortality of 

the patients. Dead patients had more severe infections, which are reflected in the higher 

bacteremia (P<0.001), the septic shock (P<0.001) and the presence of devices (P=0.022) 

such as transitory CVC (P=0.008) and mechanical ventilation (P=0.001). 

On the other hand, the population were homogeneous according to in demographics 

features (age and sex), immunological state (immunosuppression or neutropenia), source 

of infection, previous antibiotic exposure and appropriate empirical therapy. 

 

Demographic, clinical characteristics and risk factors for bacteremia of IAI patients 

Seventeen (11%) of the 154 patients included in this study have developed bacteremia 

during the follow-up. Demographics and clinical characteristics are summarized in table 

2. Bacteremic patients were older (P=0.037), presented more comorbidities, with higher 

Charlson score (P<0.001), more frequently McCabe score ultimately or rapidly fatal 

(P=0.001), and more presence of metastatic cancer (P=0.039) and chronic kidney disease 

(P<0.001). Development of the bacteremia in these patients was associated with hospital 

acquisition (P=0.035), and the bacteremic patients had more severe infections, which are 

reflected in the higher sepsis (P=0.004) and septic shock (P<0.001) frequencies and the 

presence of devices (P=0.003) such as urinary catheter (P=0.013) and transitory CVC 

(P<0.001). Moreover, forty-seven percent of the bacteremic patients died compared to 

5.8% of the non-bacteremic patients (P<0.001). 

On the other hand, the population were homogeneous according to in immunological state 

(neutropenia), source of infection, previous antibiotic exposure and appropriate empirical 

therapy. 
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Antimicrobial resistance in E. coli causing IAI 

No significant differences between bacteremic and non-bacteremic E. coli in terms of 

antimicrobial resistance were found (Table 3). Ampicillin showed the higher resistance 

rate both in bacteremic and non-bacteremic groups (76.4% vs 61.3%, respectively) 

followed by amoxicillin-clavulanic acid (17.6% vs 22.6%, respectively) and 

cotrimoxazole (29.4% vs 23.3%, respectively). The production of ESBL was detected 

only in 2.9% of the non-bacteremic isolates. However, the rate of MDR was lower in 

bacteremic isolates (17.6% vs. 25.5%, respectively; P=0.762). The only colistin-resistant 

isolate was negative for the presence of mcr-1 and mcr-2 genes. 

 

Factors related to bacteremia and mortality IAI by E. coli. 

The logistic regression analysis showed Charlson score (odds ratio [OR], 1.46 [95% 

confidence interval (CI), 1.10-1.94; P=0.009]), biliary tract source (OR, 6.89 [1.28-37.07; 

P=0.024] and presence of external devices (OR, 16.12 [1.68-154.06; P= 0.016]) were 

factors independently associated with bacteremia (Table 4). Regarding to independent 

factors associated with mortality, bacteremia (OR, 5.25 [1.25-21.96; P=0.023]) and septic 

shock (OR, 12.54 [3.17-49.60; P<0.001]) were selected as independent risk factors (Table 

5). 

 

DISCUSSION 

In the present study, we analyzed a cohort of non-selected patients with IAI by E. coli. 

Differences in the epidemiology and factors related to development of secondary 

bacteremia to IAI and mortality have been found. 

The overall mortality in our study was 10.4%. We showed that dead patients had more 

comorbidities than survivor patients, without being significantly different, except for 
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Charlson score. More development of bacteremia, septic shock and presence of devices, 

especially transitory CVC and mechanical ventilation were observed in the dead patients 

than in the survivor patients. Nevertheless, no differences according to the previous 

antibiotic exposure and the appropriate empirical therapy were observed between both 

patient groups. To our knowledge, this is the first study that analyzed the clinical 

characteristics and risk factors for mortality and bacteremia in non-selected patients with 

IAI by E. coli. The multivariate analysis reported the presence of bacteremia and septic 

shock as independent risk factors for mortality in IAI by E. coli. Similar data were 

observed by Riché et al. in which demonstrated that septic shock together with biliary 

source are risk factors for mortality in patients with secondary generalized peritonitis [9]. 

In our study, however, biliary source was only a factor independently associated with 

bacteremia development in IAI patients. 

In the current study, bacteremia occurred in old patients with comorbidities (charlson and 

McCabe scores, metastatic cancer and chronical kidney disease), and was accompanied 

by higher illness severity, as reflected in the higher frequency of sepsis and septic shock 

and the higher presence of external devices, such us urinary catheter and transitory CVC 

in the bacteremic patients. In contrast, immunosuppression was not different (12.5% vs 

13.1%) between bacteremic and non-bacteremic patients. Previous independent work 

reported that cancer and immunosuppression were more presented in bacteremic than 

non-bacteremic patients who have developed postoperative IAI (55% vs 33%, and 59% 

vs 30%, respectively, P<0.001) [8]. The discrepancy in the immunosuppression data 

could be explained by the fact that the patients developing postoperative IAI were 

admitted in ICU; meanwhile in our study we included non-selected patients. Moreover, 

we found an important difference in mortality between bacteremic and non-bacteremic 

patients (47% vs. 5.8%¸ P<0.001). This result is consistent with two previous studies that 
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reported higher mortality rates (41% to 62.5%) in bacteremic patients with IAIs [8,21]. 

Interestingly, we showed that the Charlson score, the presence of external devices and the 

biliary tract source were independently associated with bacteremia development in IAI 

patients. To our knowledge only one previous study has identified the risk factors for 

bacteremia in the IAI patients [8], and reported that immunosuppression or cancer, high 

SOFA score and E. coli in peritoneal samples were risk factors independently associated 

with bacteremia. However, they included surgical patients regardless of the isolated of 

the microorganism [8]. It is noteworthy that, according to our study data, the biliary tract 

infection and the presence of external devices could have an important consideration as 

prognostic factors for the development of bacteremia in patients with IAI by E. coli. 

This study has one main limitation. It was conducted in a single center. However, we 

collected data of patients hospitalized in the all departments which provide a general 

analysis of E. coli causing IAI, similar to that can occurring in other hospitals. 

Notwithstanding, a multicenter study with larger sample would be welcomed to confirm 

our hypothesis. 

In conclusion, this study demonstrates the presence of clear differences regarding the 

development of bacteremia and mortality among patients with IAI by E. coli. To our 

knowledge, this is the first study in which IAI by E. coli was analyzed independently in 

a non-selected population. A better understanding of these differences is important to 

improve clinical practice in these kinds of infections. 
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Table 1. Bivariate analysis of factors related to mortality in patients with intraabdominal 
infection by E. coli. 

 CKD, chronic kidney disease; CVC, central venous catheter.  

Factor Dead patients 
(n=16) 

Survivor patients 
(n=138) P-value 

Age, median (range), y 72 (62.25-77) 64.5 (53-75) 0.219 

Sex (male), No. (%) 10 (62.5) 87 (63.5) 0.966 

Charlson score, median (range) 3 (2-4.75) 1 (0-3) 0.018 

Comorbid condition, No. (%)    

McCabe score, ultimately or 
rapidly fatal 

9 (56.2) 22 (16.1) <0.001 

Cancer 8 (50.0) 44 (32.1) 0.153 

Metastatic cancer 3 (18.7) 10 (7.2) 0.138 

Diabetes 2 (12.5) 21 (15.3) 1.000 

Collagenosis 2 (12.5) 4 (2.9) 0.120 

Dementia 0 (0.0) 1 (0.7) 1.000 

Lung disease 2 (12.5) 13 (9.5) 0.658 

Vascular disease 3 (18.7) 22 (16.1) 0.727 

CKD 2 (12.5) 6 (4.3) 0.198 

Liver disease 1 (6.2) 13 (9.5) 1.000 

Hematological malignances 0 (0.0) 2 (1.4) 1.000 

Immunosuppression 2 (12.5) 18 (13.1) 1.000 

Neutropenia 0 (0.0) 0 (0.0) 1.000 

Source of infection, No.(%)    

Biliary tract 7 (43.7) 46 (33.3) 0.406 

Intestinal 2 (12.5) 35 (25.3) 0.254 

Peritonitis 6 (37.5) 54 (39.1) 0.899 

Other 1 (6.2) 3 (2.2) 0.358 

Acquisition type, No. (%)    

Community acquired 6 (37.5) 75 (54.3) 0.201 

Healthcare related 4 (25.0) 14 (10.1) 0.096 

Hospital acquired 6 (37.5) 49 (35.5) 1.000 

Bacteremia, No (%) 8 (50.0) 9 (6.6) <0.001 

Sepsis, No (%) 3 (18.7) 9 (6.5) 0.115 

Septic shock, No (%) 12 (75.0) 17 (12.4) <0.001 

Previous intervention, No (%) 6 (37.5) 55 (40.1) 0.820 

Presence of devices, No. (%) 14 (87.5) 80 (58.4) 0.022 

Urinary catheter 12 (75.0) 71 (51.8) 0.074 

Transitory CVC 11 (68.7) 48 (35.0) 0.008 

Permanent CVC 0 (0.0) 0 (0.0) 1.000 

Nasogastric tube 4 (25.0) 35 (25.5) 1.000 

Mechanical ventilation 8 (50.0) 17 (12.4) 0.001 

Previous antibiotic exposure, No. 
(%) 

12 (75.0) 88 (64.2) 0.392 

Appropriate empirical therapy, 
No. (%) 

16 (100.0) 122 (89.0) 0.362 

Duration of therapy, d, median 
(range) 

8.5 (3.25-19.5) 14 (8-21.75) 0.056 
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Table 2. Bivariate analysis of factors related to development of bacteremia in 
intraabdominal infections by E. coli. 

CKD, chronic kidney disease, CVC, central venous catheter 

  

Factor Bacteremia 
(n=17) 

Non-bacteremia 
(n=138) P-value 

Age, median (range), y 73 (66.5-75.0) 63 (53.0-75.0) 0.037 

Sex (male), No. (%) 8 (47.0) 49 (35.7) 0.363 

Charlson score, median (range) 4 (2.5-5.5) 1 (0.0-3.0) <0.001 

Comorbid condition, No. (%)    

McCabe score, ultimately or 
rapidly fatal 

9 (52.9) 22 (16.0) 0.001 

Cancer 5 (29.4) 34 (24.8) 0.768 

Metastatic cancer 4 (23.5) 9 (6.56) 0.039 

Diabetes 3 (17.6) 20 (14.7) 0.721 

Collagenosis 2 (11.7) 4 (2.9) 0.132 

Dementia 0 (0.0) 1 (1.4) 1.000 

Lung disease 2 (11.7) 13 (9.5) 0.672 

Vascular disease 3 (17.6) 22 (16.0) 0.727 

CKD 5 (29.4) 3 (2.2) <0.001 

Liver disease 1 (5.8) 13 (9.5) 1.000 

Hematological malignances 2 (11.7) 9 (6.5) 0.348 

Immunosuppression 4 (23.5) 16 (11.6) 0.242 

Neutropenia 0 (0.0) 0 (0.0) 1.000 

Source of infection, No. (%)    

Biliary tract 9 (52.9) 44 (32.1) 0.088 

Intestinal 1 (5.8) 36 (26.2) 0.063 

Peritonitis 7 (41.1) 53 (38.7) 0.843 

Other 0 (0.0) 4 (2.9) 1.000 

Acquisition type, No. (%)    

Community acquired 4 (23.5) 77 (56.2) 0.011 

Healthcare related 3 (17.6) 15 (10.9) 0.423 

Hospital acquired 10 (58.8) 45 (32.8) 0.035 

Sepsis, No. (%) 5 (29.4) 7 (5.1) 0.004 

Septic shock, No. (%) 10 (58.8) 19 (13.8) <0.001 

Previous intervention, No. (%) 10 (58.8) 51 (37.2) 0.090 

Presence of devices, No. (%) 16 (94.1) 78 (56.9) 0.003 

Urinary catheter 14 (82.3) 69 (50.3) 0.013 

Transitory CVC 14 (82.3) 45 (32.8) <0.001 

Permanent CVC 0 (0.0) 0 (0.0) 1.000 

Nasogastric tube 5 (29.4) 34 (24.8) 0.768 

Mechanical ventilation 5 (29.4) 20 (14.6) 0.157 

Previous antibiotic exposure, No. 
(%) 

13 (76.4) 87 (63.5) 0.291 

Appropriate empirical therapy, No. 
(%) 

15 (88.2) 124 (90.5) 1.000 

Duration of therapy, d, median 
(range) 

18 (5.0-31.5) 14 (8.0-20.0) 0.617 

Death, No. (%) 8 (47.0) 8 (5.8) <0.001 
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Table 3. Antimicrobial susceptibility of E. coli isolatesd from patients with 
intraabdominal infection. 

ESBL, extended spectrum betalactamase; MDR, multidrug-resistant 
 

Variable 
Bacteremia 

(n=17) 
Non-bacteremia 

(n=137) P-value 

Antimicrobial agent, No. (%)    
Ampicillin 13 (76.4) 84 (61.3) 0.151 
Amoxicillin/clavulanic acid 3 (17.6) 31 (22.6) 1.000 
Piperacillin/tazobactam 4 (23.5) 18 (13.1) 0.259 
Cefuroxime 0 (0.0) 11 (8.0) 0.609 
Cefotaxime 0 (0.0) 5 (3.6) 1.000 
Ceftazdime 0 (0.0) 5 (3.6) 1.000 

Cefepime 0 (0.0) 3 (2.2) 1.000 

Ertapenem 0 (0.0) 0 (0.0) 1.000 
Imipenem 0 (0.0) 0 (0.0) 1.000 
Meropenem 0 (0.0) 0 (0.0) 1.000 
Ciprofloxacin 4 (23.5) 28 (20.4) 0.749 
Levofloxacin 4 (23.5) 28 (20.4) 0.749 
Gentamicin 2 (11.7) 9 (6.5) 0.335 
Tobramycin 2 (11.7) 11 (8.0) 0.634 
Amikacin 0 (0.0) 0 (0.0) 1.000 
Cotrimoxazole 5 (29.4) 32 (23.3) 0.546 
Tigecycline 0 (0.0) 0 (0.0) 1.000 
Colistin 0 (0.0) 1 (0.7) 1.000 

ESBL, No. (%) 0 (0.0) 4 (2.9) 1.000 
MDR, No. (%) 3 (17.6) 35 (25.5) 0.762 
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Table 4. Multivariate analysis of factors related to development of bacteremia in 
intraabdominal infections by E. coli. 

Factor Bacteremia  
(n=17) 

Non-bacteremia 
(n=137) P-value OR (95% CI) 

Age, median (range), y 73 (66.5-75.0) 63 (53.0-75.0) 0.395 1.02 (0.97-1.08) 

Charlson score, median (range) 4 (2.5-5.5) 1 (0.0-3.0) 0.009 1.46 (1.10-1.94) 

Biliary tract source, No (%) 9 (52.9) 44 (32.1) 0.024 6.89 (1.28-37.07) 

Intestinal source, No (%) 1 (5.8) 36 (26.2) 0.485 0.40 (0.32-5.14) 

Hospital acquired IAI, No (%) 10 (58.8) 45 (32.8) 0.242 2.82 (0.49-16.13) 

Previous intervention, No (%) 10 (58.8) 51 (37.2) 0.887 0.879 (0.14-5.20) 

Presence of devices, No (%) 16 (94.1) 78 (56.9) 0.016 16.12 (1.68-154.06) 

 
 
Table 5. Multivariate analysis of factors related to mortality in intraabdominal infections 
by E. coli. 

Factor Dead patients 
(n=16) 

Survivor Patients  
(n=138) P-value OR (95% CI) 

Charlson score, median (range) 3 (2-4.75) 1 (0-3) 0.433 1.12 (0.83-1.51) 

Bacteremia, No (%) 8 (50.0) 9 (6.6) 0.023 5.25 (1.25-21.96) 

Septic shock, No (%) 12 (75.0) 17 (12.4) <0.001 12.54 (3.17-49.60) 

Presence of devices, No. (%) 14 (87.5) 80 (58.4) 0.75 1.34 (0.20-8.66) 
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Objetivo 3. Estudiar la relación clonal, el resistoma y el viruloma de los aislados 
clínicos de E. coli procedentes de foco biliar versus los de foco intraabdominal no 

biliar. 
 
Artículo 3: Phylogeny, resistome and virulome of Escherichia coli causing biliary 
tract infections. 

 
Escherichia coli es uno de los principales microorganismos implicados en las infecciones 

de la vía biliar, las cuales cursan con una elevada morbi-mortalidad. Sin embargo, a pesar 

de su mal pronóstico, apenas existen estudios centrados en E. coli causantes de infección 

de la vía biliar. Por ello, decidimos caracterizar un grupo de 15 aislados clínicos de E. 

coli procedentes de 12 pacientes con sospecha de infección de la vía biliar. Se recogieron 

datos demográficos y clínicos de estos pacientes, se estudiaron además el resistoma, el 

viruloma y la relación filogenética de estos aislados mediante secuenciación genómica. 

Por otro lado, se analizó la capacidad de producir biofilm de estos aislados. En cuanto a 

los resultados, la edad mediana de los pacientes fue de 64 años, con una mediana del 

índice de Charlson de 1,5 y con una mayor adquisición comunitaria de la infección biliar. 

La distribución de los secuenciotipos (STs) encontrados fue muy variable entre los 

diferentes aislados clínicos de E. coli analizados, no encontrándose ningún ST 

predominante, aunque 3 de ellos pertenecieron a STs desconocidos (20%). En cuanto al 

resistoma, los mecanismos de resistencia más frecuentemente encontrados fueron la 

presencia del gen blaTEM-1 (asociado con la resistencia a betalactámicos), y mutaciones en 

los genes gyrA, parC, y parE (asociados con la resistencia a quinolonas). La resistencia 

fenotípica más frecuente se produjo frente a ampicilina, amoxicilina/ácido clavulánico, 

cotrimoxazol y quinolonas. Por otro lado, se encontró una gran diversidad de factores de 

virulencia, siendo los más frecuentes sfa (93,3%), fimH (93,3%) y gad (86,6%), no 

habiendo ningún factor de virulencia común a todos los aislados analizados. Cabe 

destacar también que la producción de biofilm fue elevada en el 26,6% de los aislados. 

En conclusión, existen características diferenciales filogenéticas y microbiológicas en los 

aislados clínicos de E. coli causante de infección de la vía biliar. 

 



CAPÍTULO I. Artículo 3 
 

85 
 

 



CAPÍTULO I. Artículo 3 
 

86 
 

 



CAPÍTULO I. Artículo 3 
 

87 
 

 



CAPÍTULO I. Artículo 3 
 

88 
 

 



CAPÍTULO I. Artículo 3 
 

89 
 

 



CAPÍTULO I. Artículo 3 
 

90 
 

 



CAPÍTULO I. Artículo 3 
 

91 
 

 



CAPÍTULO I. Artículo 3 
 

92 
 

 



CAPÍTULO I. Artículo 3 
 

93 
 

 



CAPÍTULO I. Artículo 3 
 

94 
 

 



CAPÍTULO I. Artículo 3 
 

95 
 

 



CAPÍTULO I. Artículo 3 
 

96 
 

 
 



CAPÍTULO I. Artículo 3: datos suplementarios 

97 
 

Supplementary data 
Table S1. Typing of the 21 non-biliary E. coli isolates by multilocus sequence typing. 

Isolate Source (Focus) adk fumC gyrB icd mdh purA recA ST ST Complex Phylogroup 
135-HE Blood (UTI) 10 11 4 8 8 8 2 10 10 A 
5-HE Blood (UTI) 97 40 93 13 23 28 66 429 - - 
12-HE Blood (UTI) 36 24 9 13 17 11 25 73 73 B2 
38-HE Blood (UTI) 40 13 9 13 16 10 9 493 12 - 
2-HE Blood (UTI) 37 38 19 37 17 11 26 95 95 B2 

272-HE Blood (IA) 13 38 84 13 17 64 34 569 - - 
29-HE Blood (IA) 53 40 47 13 36 28 29 131 131 B2 
15-HE Blood (Unknown) 37 38 19 37 17 11 26 95 95 B2 
23-HE Blood (Unknown) 14 14 10 200 17 7 10 1193 - - 
31-HE Blood (Unknown) 37 38 19 37 17 11 26 95 95 B2 
7-HE Blood (CNS) 53 40 47 13 36 28 29 131 131 B2 

118-HE Blood (Endocarditis) 53 40 47 13 36 28 29 131 131 B2 
11-HE Blood (Endovascular) 10 11 4 8 8 8 2 10 10 A 
21-HE Blood (Catheter) 13 43 9 37 17 37 25 567 - - 
3-HE Blood (RTI) 53 40 47 13 36 28 29 131 131 B2 
18-HE Blood (endometritis) 92 4 87 96 70 58 2 648 648 - 
33-HE Blood (chorioamnionitis) 53 40 254 13 36 28 29 1982 131 - 
74-HE Blood (Surgical wound) 43 41 15 18 11 7 6 101 101 B1 
47-AE IA abscess 13 38 84 13 17 64 34 569 - - 
49-AE Peritoneal fluid 21 35 27 6 5 5 4 69 69 D 
54-AE Peritoneal fluid 21 35 27 6 5 5 4 69 69 D 

HE, Hemoculture E. coli, ST, sequence type, UTI, urinary tract infection; IA, intra-abdominal; CNS, central nervous system; RTI, respiratory tract infection. 
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Objetivo 1. Estudiar la relación entre la expresión de OmpA y la mortalidad de los 

pacientes con bacteriemia por E. coli. 

 

Artículo 4: Overexpression of outer membrane protein A is a risk factor for 

mortality in Escherichia coli bloodstream infections. 

 

OmpA es un importante factor de virulencia en E. coli, sin embargo, su implicación 

clínica en infecciones producidas por este microorganismo es desconocida. Nuestro 

objetivo en este trabajo fue determinar si la expresión de OmpA es un factor de riesgo 

asociado con la mortalidad en la bacteriemia por E. coli. 

Realizamos un estudio de cohortes prospectivo y observacional en el Hospital 

Universitario Virgen del Rocío de Sevilla en el que analizamos las características 

demográficas, clínicas y microbiológicas de 190 pacientes con bacteriemia por E. coli. 

La expresión de OmpA se determinó usando un ensayo basado en la emisión de 

fluorescencia debido a la introducción de un plásmido pUA66 el cual lleva una fusión 

transcripcional enter el gen de la proteína verde fluorescente (gfp) y el promotor del gen 

ompA. Por último, se realizó un análisis bivariado y multivariado. 

En cuanto a las características demográficas, existió homogeneidad entre los pacientes 

fallecidos y supervivientes. Sin embargo, los pacientes fallecidos presentaron mayor 

número de comorbilidades, infecciones más severas, bacteriemia de foco no urinario y 

presencia de dispositivos externos de forma más frecuente. En cuanto a la expresión de 

OmpA, aquellos aislados procedentes de pacientes fallecidos sobreexpresaron OmpA en 

comparación con los pacientes superviviente (36,8 x 104 vs. 28,3 x 104 u.a., P=0,001). El 

análisis multivariado seleccionó como factores relacionados de forma independiente con 

la mortalidad en la bacteriemia por E. coli la expresión de OmpA [OR 1,04 (1,00-1,07); 

P=0,014], el índice de Charlson [OR 1,33 (1,11-1,60); P=0,002], el índice de Pitt [OR 

1,52 (1,14-2,01); P=0,003] y el foco no urinario de la bacteriemia [OR 5,11 (1,86-13,99); 

P=0,001]. Por tanto, todos estos datos indican que la sobreexpresión de OmpA es un 

factor de riesgo para la mortalidad en pacientes con bacteriemia por E. coli. 

El manuscrito resultante de este trabajo se encuentra bajo revisión en la revista Emerging 

Infectious Diseases.  
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Title. Overexpression of outer membrane protein A is a risk factor for mortality in 

Escherichia coli bloodstream infections. 

 

Abstract  

Outer membrane protein A (OmpA) is a virulence factor in Escherichia coli. However, 

OmpA clinical implication in infections by E. coli remains unknown. We aimed to 

determine whether OmpA overexpression is a risk factor associated with the mortality by 

bloodstream infections by E. coli (BSI-EC). We analysed demographics, microbiological 

and clinical data from 190 patients with BSI-EC included in a prospective observational 

cohort study. OmpA expression was determined using a fluorescence assay based on the 

introduction of pUA66 plasmid harbouring a transcriptional fusion of gfp and ompA 

promotor. Bivariate and logistic regression analyses were performed. Dead and survivors 

patients have homogenous demographics features. However, dead versus survivor 

patients presented more comorbidities, severe infections, BSI from non-urinary source 

and presence of external devices. Isolates from dead patients overexpressed OmpA than 

those from survivor patients (36.8x104 vs 28.3x104 a.u., P=0.001). Logistic regression 

analysis showed OmpA overexpression [OR 1.04 (1.00-1.07); P=0.014], Charlson score 

[OR 1.33 (1.11-1.60); P=0.002], Pitt score [OR 1.52 (1.14-2.01); P=0.003], the non-

urinary tract infection sources of BSI [OR 5.11 (1.86-13.99); P=0.001] as independent 

risk factors for mortality by BSI-EC. These data indicate that OmpA overexpression is a 

risk factor for the mortality in patients with BSI-EC. 

 

Keywords. Escherichia coli, bacteremia, OmpA, mortality, and risk factor. 
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INTRODUCTION 

Escherichia coli is a gram-negative bacilli with high clinical relevance. It is one of the 

most important pathogens in humans involved in different community and nosocomial 

infections, including bloodstream infections (BSI) [1], with incidence rates of 30-52 per 

100,000 population [2-3].  

The success of E. coli as a community and nosocomial pathogen is attributed to its 

resistance to several antibiotic families. Over the last decade, E. coli in Europe and in the 

rest of the world has become increasingly resistant to first and second-line antibiotics. In 

2017, the resistance of E. coli to third generation cephalosporins, fluoroquinolones and 

aminoglycosides in Europe has reached rates of 14.9%, 25.7% and 11.4%, respectively 

[4], and showed a clear North to South gradient with the highest percentages of resistance 

reported from Southern Europe [4].  

Whole-genome sequencing studies involving E. coli have demonstrated not only a vast 

array of antibiotic drug resistance determinants but also many pathogenicity islands [5]. 

Studies of specific virulence mechanisms in hypervirulent clones have demonstrated the 

contribution of outer membrane protein A (OmpA), as well as pili, fimbriae, other outer 

membrane proteins (OMPs) and various secretion systems in the pathogenesis of E. coli 

in vitro and in animal experimental models [5-10]. 

OmpA is a multifunctional major OMP in E. coli highly conserved among gram-negative 

bacteria, with estimates of approximately 100,000 copies per cell [11]. OmpA is an anti-

parallel β-barrel non-covalently anchored to peptidoglycan with porin activity [12]. In E. 

coli, the role of OmpA is very diverse, and this protein has a variety of interesting 

biological properties, both in vitro and in vivo. It has been suggested to have involvement 

in the adherence to host cells [8,13-15], intracellular survival within macrophages and 

monocytes [16,17], biofilm formation [18,19], and serum resistance [6]. In addition, 
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OmpA stimulates murine dendritic cells to secrete the proinflammatory cytokines IL-1 

and IL-12 in a dose-dependent and TLR4-independent manner [20]. 

It is known that bacteremia by E. coli has been associated with crude mortality rates from 

9% to 18.2% [2,3,21]. Extrinsic and host risk factors associated with bacteremia by E. 

coli and associated with mortality are well established, including increasing age, non-

urinary focus (especially respiratory or primary), ciprofloxacin resistance and hospital-

acquired bacteremia [3,21]. Nevertheless, the clinical impact of bacterial pathogenic 

features, such as the production of OmpA needs to be explored. 

In the present study, we aimed to determine whether OmpA overexpression would be 

considered a risk factor for the increased mortality rate in a cohort of patients with BSI 

by E. coli. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Clinical cohort 

Study design, patients and ethics 

A prospective observational cohort study from February 2016 to March 2017, was 

conducted at the University Hospital Virgen del Rocío (Seville, Spain). Two hundred 

forty-seven adult patients (³18 years) with E. coli isolated from blood cultures 

independently of the infection sources, were selected for the study. Of these, 190 patients 

were finally included in the study, in which the OmpA expression can be determined 

(Figure 1). The onset of BSI was defined as the date of the blood cultures extraction. Only 

the first BSI episode was included in this study during the patient´s admissions. The study 

was approved by the Ethics Committee of the University Hospital Virgen del Rocío of 

Seville (approval no. 0023-N-16). Written informed consent was signed by all patients 

before inclusion in the study. 
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Variables 

The following variables were collected from the patients: age and sex; comorbidities and 

severity of chronic underlying diseases (Charlson [22] and McCabe scores [23]) presence 

of solid or hematological malignances, immunosuppression and neutropenia [<500 

neutrophils/µL]), acquisition type (defined as community-, health care- or hospital-

acquired, source of BSI according with clinical and microbiological criteria, source 

control, sepsis or septic shock [24], Pitt score [25], presence of devices (urinary catheter, 

transitory or permanent central venous catheter (CVC), nasogastric tube, and mechanical 

ventilation), antibiotic exposure in the two months prior the BSI, appropriate empirical 

therapy for the current episode (at less an antimicrobial active against the isolate). The 

patients were followed up until hospital discharge, death or 30 days, whichever occurred 

first, and classified in two groups according to the mortality. All clinical decisions were 

made by the physicians in charge of the patients. 

 

Microbiological studies 

The antimicrobial activity of the following antibiotics: amoxicillin-clavulanic acid, 

piperacillin/tazobactam, cefuroxime, ceftazidime, cefotaxime, cefepime, ertapenem, 

imipenem, meropenem, ciprofloxacin, levofloxacin, gentamicin, tobramycin, amikacin, 

co-trimoxazole and tigecycline against E. coli isolates was determined by broth 

microdilution method using MicroScan Walk Away NM44 panels (Beckman Coulter, 

Inc., USA). Colistin activity was determined by standard broth microdilution as 

recommended by the European Committee of Antimicrobial Susceptibility Testing 

(EUCAST) [26] and PCR for mcr-1 and mcr-2 genes using specific primers (mcr-1 Fw 

5ʹ-CGGTCAGTCCGTTTGTTC-3ʹ, mcr-1 Rv 5ʹ-CTTGGTCGGTCTGTAGGG-3ʹ, mcr-

2 Fw 5’-ATGACATCACATCACTCTTGG-3’, mcr-2 Rv 5’-
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TTACTGGATAAATGCCGCGC-3’ [27,28] were performed in those colistin resistant 

isolates. Interpretation criteria were performed following the EUCAST breakpoint tables 

[29]. ESBL production was confirmed using the broth microdilution synergy test 

according to the EUCAST standards [30]. MDR criteria was established as non-

susceptible to ³1 agent in ³3 antimicrobial categories [31]. E. coli ATCC 25922 was used 

as control strain. 

 

Molecular Studies 

OmpA expression assay 

OmpA expression was determined through the bacterial fluorescence emission due to the 

introduction of pUA66 plasmid harbouring a transcriptional fusion of the green 

fluorescent protein gene (GFP) and the promotor of ompA gene. This system allows to 

measure the transcriptional activity of this promoter by means of GFP expression [32]. 

Briefly, plasmid was extracted from a parental K12 E. coli strain harbouring the 

construction GFP and ompA promoter and then was introduced by electroporation in 190 

previously competent E. coli clinical isolates susceptible to kanamycin. Transformants 

resistant to kanamycin (30 mg/L) were selected. Then, overnight cultures were diluted at 

1:1000 and 100 µL of each diluted culture were incubated at 37 ºC in microplates to 

determine the bacterial growth at optical density (OD) 600 nm, and to measure the 

fluorescence of GFP from 0 to 8h using the CLARIOstar plus system (BMG LABTECH, 

Germany). OmpA expression (a.u.) was determined by fluorescence data normalization 

according to the OD600nm. The net increase of the OmpA expression was determined as 

the difference between the maximum normalized OmpA expression and the normalized 

OmpA expression at 3h, which is the time where bacterial growth is detected by OD. As 
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control E. coli ATCC 25922 carrying the pUAA66 plasmid with and without the 

transcriptional fusion were used. 

 

Analysis of outer membrane proteins (OMPs)  

Three representative E. coli clinical isolates with early ompA expression (4h) and three 

representative E. coli clinical isolates with late ompA expression (7h), according to the 

fluorescence assay, were used. Bacterial cells were grown in LB at 37 oC for 4h and 7h, 

and lysed by sonication. OMPs were extracted with sodium lauroyl sarcosinate (Sigma, 

Spain) and recovered by ultracentrifugation as described previously [33]. The OMPs 

profiles were determined by sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel electrophoresis 

(SDS-PAGE) using 10% SDS gels and 6 µg protein of OMPs, followed by a Coomassie 

Brilliant Blue R-250 stain (BioRad, Spain). E. coli ATCC25922/pUA66 and E. coli 

ATCC25922 were used as control. 

 

Statistical Analysis 

A descriptive analysis was performed for demographics and clinical variables, with 

median and range for the quantitative variables and frequency distribution for the 

qualitative variables. Fisher and χ2 tests were used for categorical variables and 

continuous variables were analyzed using 2-sample t test or Mann Whitney U test. 

Logistic regression analysis was performed to identify independent risk factors for 

mortality. Variables known to be associated with mortality or with P-values ≤0.1 were 

included in the multivariate analysis. Differences were considered significant at P<0.05. 

All statistical analyses were performed using SPSS software, version 23.0 (SPSS). 

 

RESULTS 
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Demographic and clinical characteristics of patients with BSI by E. coli  

A total of 190 patients with BSI by E. coli were included in the study. Demographics and 

clinical characteristics are summarized in table 1. Differences were found between dead 

and survivor patients. Dead patients presented more comorbidities, with higher Charlson 

score (P<0.001) and more frequently McCabe score ultimately or rapidly fatal (P<0.001). 

Gastrointestinal (P=0.013) and primary (P=0.011) focus of BSI were also associated with 

mortality of the patients, while the urinary tract focus (P<0.001) and the community 

acquisition of the BSI (P=0.013) were associated with the survival of the patients. Dead 

patients had more severe infections, which are reflected in the higher Pitt score (P=0.001) 

and septic shock frequency (P<0.001) and the presence of devices such as transitory 

central venous catheter (CVC) (P=0.006), permanent CVC (P=0.022) and nasogastric 

tube (P<0.001). 

On the other hand, the population were homogeneous according to in demographics 

features (age and sex), immunological state (immunosuppression or neutropenia), source 

control, previous antibiotic exposure and appropriate empirical therapy. 

 

Antimicrobial resistance in E. coli causing BSI 

Differences between dead and survivor patients with BSI by E. coli in terms of 

antimicrobial resistance were presented in table 2. E. coli isolated from dead patients was 

more resistant to amoxicillin/clavulanic acid (P=0.019), gentamicin (P=0.015) and 

tobramycin (P=0.049) than those isolated from survivor patients. The rate of MDR 

isolates was higher in dead than in survivor patients (26.3% vs. 15.8%, respectively; 

P=0.130). Regarding the production of ESBL, no difference has been observed between 

both patient groups. The only colistin-resistant isolate was negative for the presence of 

mcr-1 and mcr-2 genes. 
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OmpA expression in E. coli causing BSI 

In order to determine whether the mortality of patients is related to the overexpression of 

ompA, we compared the expression of OmpA in E. coli isolated from dead and survivor 

patients with BSI. Fluorescence analysis showed that E. coli isolates from dead patients 

overexpress OmpA compared with those from survivor patients (36.8 ± 13 vs. 28.3 ± 14.5 

a.u.; P=0.001) (Table 1 and figure 2). To corroborate these data, SDS-PAGE analysis 

showed that three randomly selected isolates from survivor and dead patients each, 

overexpressed OmpA, being late expressed in isolates from dead patients (Figure 3). 

 

OmpA association with mortality of patients with BSI by E. coli 

The logistic regression analysis selected the OmpA expression as independent risk factor 

associated with mortality (odds ratio [OR], 1.04 [95% confidence interval (CI), 1.00-1.07; 

P=0.014]). Moreover, Charlson score (OR, 1.33 [1.11-1.60; P=0.002], Pitt score (OR, 

1.52 [1.14-2.01; P=0.003]) and non-urinary source, including biliary, catheter, 

respiratory, gastrointestinal, primary and others, (OR, 5.11 [1.86-13.99; P=0.001]) were 

factors independently associated with death of the patients with BSI by E. coli (Table 3). 

 

DISCUSSION 

E. coli is an important cause of severe infections in most countries, such as BSI and 

intraabdominal infections, and many outbreaks have been described in the literature [1-

3, 5]. OmpA is considered a possible important virulence factor in E. coli. However, the 

level of OmpA expression by E. coli in epidemiological studies is unknown. 

Demographics and clinical features of the 190 patients with BSI by E. coli were different 

between dead and survivor patients in terms of comorbidities (Charlson and McCabe 



CAPÍTULO II. Artículo 4 

108 
 

scores), acquisition type and origin of the BSI, severity (Septic shock and Pitt score) and 

presence of devices. Similar differences in demographical and clinical features between 

dead and survivor patients with BSI by E. coli have also been reported in two other studies 

[3,21]. 

Charlson and Pitt scores, BSI non-urinary focus and ompA expression were 

independently associated with mortality. Importantly, BSI non-urinary focus, especially 

gastrointestinal and primary focus, were associated with higher mortality. In the same 

way, the analyses of thirty day all-cause mortality in a cohort of 28,616 patients with BSI 

by E. coli in England showed that patients with community-acquired BSI had lower 

mortality than those with health care-associated or hospital-acquired; and the respiratory 

and non-urinary as BSI primary sources were factors associated with an increase in 

mortality [21]. Previous independent work has analysed 2,368 BSI by E. coli during 7-

year study in Canada. The non-urinary focus and presence of comorbidities were 

associated with the mortality, as well as the increasing age, ciprofloxacin resistance and 

nosocomial acquisition, which are not selected as risk factors for mortality in our study 

[3]. Therefore, in our study, the suspicion of non-urinary focus could have an important 

consideration as prognostic factor in patients with BSI by E. coli. 

In the current study, the expression of OmpA was higher in isolates from dead patients 

than in those from survivor patients, being independently associated with the mortality. 

Previous reports suggested that OmpA of E. coli plays an important role in the death of 

animals in experimental models of infection [6,7,34]. For example, mutations in loops 1 

and 2 of OmpA in E. coli showed substantially better survival than wild-type strain in 

new born mice meningitis caused by E. coli [7]. We know that OmpA overexpression in 

other gram-negative bacilli, such as Acinetobacter baumannii, is an associated factor for 

the development of pneumonia and bacteremia, and mortality [35]. Interestingly, we 
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showed previously that the inhibition of OmpA by a cyclic hexapetide reduces bacterial 

dissemination between organs, development of pneumonia and bacteremia and death in 

murine peritoneal sepsis model by E. coli [36]. Nicholson et al. have demonstrated that 

during urinary tract infection in mice, OmpA expression in wild-type E. coli was 

increased 20-30-fold [9]; suggesting that OmpA is fundamental for pathogenesis and 

virulence of E. coli and may play an important role in the persistence and dissemination 

of E. coli between organs and bloodstream. 

Expression of OmpA has been studied in bacteremic isolates of E. coli. Overexpression 

of OmpA was suggested to contribute to the adherence of enterohemorragic E. coli to 

HeLa cells [37]. OmpA was required by E. coli to induce a high level of bacteremia [38]. 

We know that other OMPs are associated with bacteremia. For example, OmpT, an outer 

membrane protease that might contribute to virulence of E. coli by inactivating host 

defence proteins and cleaving host cell-surface peptides [39], was identified as the 

strongest virulence factor predictor of bacteremia in military veteran patients [40]. 

Our study has some limitations. The first is that it was conducted in a single center. 

Nevertheless, we collected data of patients hospitalized in the all the adult wards and 

intensive care units, which provide a general analysis of E. coli BSI, similar to that 

occurring in other hospitals. Moreover, in this study we identified well-known clinical 

risk factors associated to mortality, similar to those in other studies, reinforcing the 

clinical translation of the OmpA overexpression in dead patients. Notwithstanding, a 

multicenter study with larger sample would be welcomed to confirm our hypothesis and 

to obtain a cut-off of OmpA expression that can be used to predict the clinical outcome 

in BSI by E. coli. Moreover, in the future, it is would be necessary to analyze OmpA 

expression directly in clinical samples, such as blood, to avoid any experimental artifact 

that may be produced during bacterial growth in vitro. 
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In summary, given our confirmation of our working hypothesis, we suggest that 

monitoring of OmpA expression could help in assessing new treatment regimens for E. 

coli infection, countering a poor prognosis or evolution of infection. The clinical 

implications of our findings suggest that the OmpA inhibition by specific drugs could be 

a new treatment approach for infections caused by gram-negative bacilli, especially E. 

coli. 
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Figure 1. Selection procedure of patients with bloodstream infections by Escherichia 
coli. BSI: bloodstream infections.  
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Table 1. Demographics and clinical features of patients with bloodstream infection by 
Escherichia coli. 

Variables Dead patients 
(n=38) 

Survivor patients 
(n=152) P-value 

Age, median (range), y 69 (59.75-76.25) 67 (54-76) 0.223 
Sex (male), No. (%) 17 (44.7) 67 (44.1) 0.942 
Charlson score, median (range) 5 (2.75-6) 2 (1-4) <0.001 
Comorbid condition, No.(%)    

McCabe score, ultimately or rapidly fatal 30 (78.9) 47 (30.9) <0.001 
Immunosuppression 13 (34.2) 41 (26.9) 0.376 
Neutropenia 5 (13.1) 9 (5.9) 0.127 

Acquisition type    
Community-acquired 10 (26.3) 74 (48.6) 0.013 
Health care-associated 16 (42.1) 43 (28.3) 0.100 
Hospital-acquired 12 (31.6) 35 (23.0) 0.274 

Primary site of BSI, No. (%)    
Urinary tract 8 (21.0) 87 (57.2) <0.001 
Biliary tract 7 (18.4) 22 (14.5) 0.545 
Catheter 2 (5.2) 3 (1.9) 0.257 
Respiratory tract 2 (5.2) 5 (3.3) 0.563 
Gastrointestinal 7 (18.4) 9 (5.9) 0.013 
Primary 10 (26.3) 16 (10.5) 0.011 
Other 2 (5.2) 10 (6.5) 0.766 

Source control, No. (%) 9 (23.7) 36 (23.7) 1.000 
Sepsis, No. (%) 6 (15.8) 26 (17.1) 0.846 
Septic shock, No. (%) 18 (47.3) 21 (13.8) <0.001 
Pitt score, median (range) 2 (0-3.5) 1 (0-2) 0.001 
Presence of devices, No. (%) 29 (76.3) 92 (60.5) 0.070 

Urinary catheter 20 (52.6) 66 (43.4) 0.308 
Transitory CVC 11 (28.9) 17 (11.2) 0.006 
Permanent CVC 7 (18.4) 10 (6.5) 0.022 
Nasogastric tube 7 (18.4) 4 (2.6) <0.001 
Mechanical ventilation 5 (13.1) 8 (5.2) 0.085 

Previous antibiotic exposure, No. (%) 15 (39.5) 64 (42.1) 0.768 
Appropriate empirical therapy, No. (%) 35 (92.1) 138 (90.7) 0.806 
ompA expression (x104), a.u.  36.8 ± 13.2 28.3 ± 14.5 0.001 

BSI: bloodstream infection; CVC: central venous catheter; a.u., arbitrary units 

  



CAPÍTULO II. Artículo 4 

118 
 

Table 2. Resistance to antibiotics among Escherichia coli from dead and survivor patients 
with BSI. 

ESBL: extended spectrum beta-lactamase; MDR: multidrug resistant. 
  

Variable Dead patients  
(n=38) 

Survivor patients  
(n=152) P-value 

Antimicrobial agent, No. (%)    
Amoxicillin/clavulanic acid 12 (31.6%) 23 (15.1%) 0.019 
Piperacillin/tazobactam 2 (5.2%) 3 (1.9%) 0.262 
Cefuroxime 5 (13.1%) 17 (11.2%) 0.777 
Cefotaxime 4 (10.5%) 14 (9.2%) 0.762 
Ceftazidime 4 (10.5%) 13 (8.5%) 0.751 
Cefepime 3 (7.9%) 12 (7.9%) 1.000 
Ertapenem 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1.000 
Imipenem 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1.000 
Meropenem 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1.000 
Ciprofloxacin 14 (36.8%) 37 (24.3%) 0.125 
Levofloxacin 14 (36.8%) 37 (24.3%) 0.125 
Gentamicin 5 (13.1%) 4 (2.6%) 0.015 
Tobramycin 4 (10.5%) 4 (2.6%) 0.049 
Amikacin 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1.000 
Cotrimoxazole 15 (39.4%) 51 (33.5%) 0.493 
Tigecycline 0 (0.0%) 0 (0.0%) 1.000 
Colistin 0 (0.0%) 1 (0.6%) 1.000 

ESBL, No. (%) 3 (7.9%) 12 (7.9%) 1.000 
MDR, No. (%) 10 (26.3%) 24 (15.8%) 0.130 
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Figure 2. Determination of OmpA expression through the bacterial fluorescence 
emission assay in two representative isolates of E. coli with different ompA expression 
levels. (A) Absorbance of bacterial growth during 8h. (B) GFP fluorescence during 8h. 
(C) Normalized data (fluorescence/absorbance). OD: Optical density; OmpA: outer 
membrane protein A. 
 
 

 
 

Figure 3. OmpA profile obtained by SDS-PAGE at 4h and 7h in six representative E. 
coli isolates from dead and survivor patients. ATCC 25922 and ATCC 25922/pUA66 
were used as negative control strains. P: patient.  

A B C 
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Table 3. Multivariate analysis of factors related to mortality in bloodstream infection by 
E. coli. 

Factor 
Dead 

patients 
(n=38) 

Survivor 
Patients 
(n=152) 

P-value OR (95% CI) 

ompA expression (x104), a.u. 36.8 ± 13.2 28.3 ± 14.5 0.014 1.04 (1.00–1.07) 
Charlson score, median (range) 5 (2.75-6) 2 (1-4) 0.002 1.33 (1.11–1.60) 
Community-acquired BSI, No (%) 10 (26.3) 74 (48.6) 0.681 0.81 (0.30–2.19) 
Non-urinary source, No (%) 30 (78.9) 65 (42.7) 0.001 5.11 (1.86–13.99) 
Pitt score, median (range) 2 (0-3.5) 1 (0-2) 0.003 1.52 (1.14–2.01) 
Presence of devices, No. (%) 29 (76.3) 92 (60.5) 0.787 1.15 (0.40–3.26) 
AMC resistance, No. (%) 12 (31.6%) 23 (15.1%) 0.211 2.02 (0.67–6.12) 
GEN resistance, No. (%) 5 (13.1%) 4 (2.6%) 0.190 8.17 (0.35–188.95) 
TOB resistance, No. (%) 4 (10.5%) 4 (2.6%) 0.480 0.28 (0.01–9.38) 

OR, odds ratio; CI, confidence interval; BSI, bloodstream infection; AMC: 
amoxicillin/clavulanic acid; GEN: gentamicin; TOB: tobramycin. 
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Datos adicionales no publicados 

 

Objetivo 2. Estudiar el impacto de la sobreexpresión de OmpA en la patogenicidad 

de E. coli en un modelo experimental murino de sepsis peritoneal. 

 

Estudio del papel de OmpA en el desarrollo de bacteriemia en modelos 

experimentales murinos  

 

1. Fundamento 

Los resultados obtenidos en el artículo 4, capitulo II, de esta Tesis Doctoral demostraron 

como la sobreexpresión de OmpA es un factor de riesgo para la mortalidad de los 

pacientes con bacteriemia por E. coli, lo que nos permitió plantear la hipótesis de si la 

diferente expresión de OmpA se traduciría en diferencias en cuanto a la virulencia de E. 

coli en un modelo experimental murino. 

 

2. Metodología 

 

2.1 Aislados clínicos bacterianos 

Para el estudio realizado en el modelo experimental murino se utilizaron dos parejas de 

aislados clínicos de E. coli procedentes de dos pacientes con bacteriemia secundaria a una 

infección intraabdominal. Estos aislados presentaban diferente expresión de OmpA a las 

4 h de crecimiento, punto en el que el crecimiento bacteriano es óptimo, lo que permite 

ver diferencias en la expresión de OmpA con mayor claridad. En la primera pareja, 

pertenecientes ambos al ST2230, el aislado de E. coli obtenido a partir de la muestra de 

sangre (C1-1) tenía mayor expresión de OmpA a las 4 h que el procedente de la muestra 

de abdomen (C2-1) (80,7 x 104 vs. 51,9 x 104 u.a. respectivamente). La segunda pareja 

de aislados, pertenecientes al ST12, se seleccionó de forma contraria, el aislado obtenido 

a partir de la muestra de sangre (C1-83) tenía menos expresión de OmpA que el aislado 

en la muestra de abdomen (C2-12) a las 4 h (32,5 x 104 vs. 55,9 x 104 u.a., 

respectivamente). 
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2.2 Modelo experimental murino 

Se utilizó un modelo experimental murino de sepsis peritoneal mediante el uso de ratones 

hembra inmunocompetentes (C57BL/6). Primeramente, se inocularon grupos de 6 ratones 

intraperitonealmente con dosis decrecientes en Log10 de cada aislado de E. coli utilizado 

(comenzando en todos los casos con 9 Log10 UFC/mL, lo cual es potencialmente letal) y 

observándolos durante los siguientes 7 días. Se calcularon los siguientes parámetros: 

mortalidad (%), dosis mínima letal (DML, inóculo que produce el 100% de mortalidad), 

dosis letal 50 (DL50, inóculo que produce el 50% de mortalidad) y DL0 (inóculo que 

produce el 0% de mortalidad). Posteriormente, se inocularon ratones intraperitonealmente 

con la DML de las cepas de E. coli utilizadas en el estudio y, tras 6 h, se sacrificaron con 

una sobredosis de tiopental. Los ratones se abrieron asépticamente, y los órganos se 

procesaron mediante homogeneizado y cultivo bacteriano cuantitativo según el protocolo 

previamente publicado por nuestro grupo de investigación (220). Finalmente se 

determinó la concentración bacteriana en sangre, líquido peritoneal, bazo, hígado, 

pulmón y riñón. 

 

2.3 Análisis estadístico 

Los datos de las concentraciones bacterianas en el análisis del modelo experimental 

murino se representaron como media ± desviaciones estándar de la media. La DL50 se 

determinó utilizando el método Probit. Las diferencias observadas en las concentraciones 

bacterianas de los distintos órganos se analizaron mediante el test U de Mann Whitney. 

Las diferencias se consideraron significativas con un valor P<0,05. Los análisis 

estadísticos se realizaron con el programa SPSS (IBM Corporation, Somers, New York, 

USA), versión 23.0. 

 

3. Resultados  

En primer lugar, las dosis letales calculadas para los diferentes aislados de E. coli 

utilizados en el modelo experimental murino fueron las siguientes. Para el aislado C1-1, 

las DML, DL50 y DL0 fueron 7,63, 6,53 y 5,81 Log10 UFC/mL, respectivamente. Para el 

aislado C2-1, las DML, DL50 y DL0 fueron 6,78, 6,15 y 4,38 Log10 UFC/mL, 

respectivamente. En el caso del aislado C1-83, las DML, DL50 y DL0 fueron 8,17, 7,85 y 
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7,54 Log10 UFC/mL, respectivamente. Por último, para el aislado C2-12, las DML, DL50 

y DL0 fueron 7,95, 7,64 y 7,35 Log10 UFC/mL, respectivamente. 

En cuanto a la concentración bacteriana obtenida en los diferentes tejidos y fluidos, si 

observamos la primera pareja de aislados (C1-1 y C2-1), en los que había mayor 

expresión de OmpA en el aislado procedente de sangre (C1-1) que en aquel procedente 

de abdomen (C2-1), se encontraron diferencias en la concentración bacteriana alcanzadas 

tanto en sangre (P=0,015) como en hígado (P=0,009) (Tabla 1). En el resto de órganos 

no se observaron recuentos significativamente diferentes entre ambos aislados. Por otro 

lado, la concentración bacteriana obtenida en la pareja de aislados C1-83 y C2-12 también 

es superior en sangre en el aislado con mayor expresión de OmpA (C2-12), aunque las 

diferencias observadas no llegan a ser estadísticamente significativas (Tabla 1). 

 

Tabla 1. Concentración bacteriana en los diferentes tejidos y fluidos. 

Aislado N 
Inóculo 

(Log UFC/mL) 

Concentración bacteriana 
(Log UFC/g) 

Concentración bacteriana 
(Log UFC/mL) 

Bazo Pulmón Higado Riñon Sangre 
Líquido 

peritoneal 

C1-1 6 7,41 7,47 ± 0,32 6,41 ± 0,25 6,88 ± 0,26 6,49 ± 0,22 7,15 ± 0,30 5,95 ± 0,36 

C2-1 6 7,70 7,11 ± 0,15 6,04 ± 0,09 6,27 ± 0,14 6,11 ± 0,12 6,59 ± 0,07 5,71 ± 0,30 

Valor P   0,132 0,065 0,009 0,065 0,015 0,240 

C1-83 5 8,0 7,98 ± 0,24 6,61 ± 0,22 7,93 ± 0,13 7,33 ± 0,23 6,21 ± 0,38 7,67 ± 0,16 

C2-12 5 8,3 8,28 ± 0,16 6,38 ± 0,46 8,03 ± 0,25 7,50 ± 0,35 6,80 ± 0,16 7,84 ± 0,16 

Valor P   0,151 0,690 0,690 0,421 0,056 0,222 

UFC, unidad formadora de colonias. 
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Objetivo 3. Comparar la expresión de OmpA en los pacientes con infección 

intraabdominal no bacteriémica y bacteriemia por E. coli. 

 

Estudio del papel de OmpA en el desarrollo de bacteriemia en pacientes con 

infección intraabdominal por E. coli. 

 

1. Fundamento 

Los resultados obtenidos en el objetivo 2 nos permitieron plantear otra hipótesis sobre si 

la sobreexpresión de OmpA sería un factor de riesgo para el desarrollo de bacteriemia en 

pacientes con infección intraabdominal por E. coli. 

 

2. Metodología 

 

2.1 Aislados clínicos bacterianos 

Se utilizaron 130 aislados clínicos de E. coli procedentes de pacientes cuyas 

características clínicas se han descrito previamente en el artículo 2, capítulo I, de esta 

Tesis Doctoral. Estos aislados se clasificaron en dos grupos de acuerdo al desarrollo o no 

de bacteriemia a partir de foco intraabdominal. 

 

2.2 Determinación de la expresión OmpA 

La expresión de OmpA se determinó mediantes la emisión de fluorescencia debido a la 

introducción de un plásmido pUAA66 que portaba una fusión transcripcional entre el gen 

de la proteína verde fluorescente (GFP) y el promotor del gen ompA. Para ello, la 

metodología seguida ha sido similar a la descrita previamente en el artículo 4, capítulo II, 

de esta Tesis Doctoral. 

 

2.3 Análisis estadístico 

Las diferencias en la expresión de OmpA entre los aislados de grupos de pacientes con 

infección intraabdominal bacteriémica o no bacteriémica se analizaron mediante el test U 

de Mann Whitney. Las diferencias se consideraron significativas con un valor P<0,05. 

Los análisis estadísticos se realizaron con el programa SPSS (IBM Corporation, Somers, 

New York, USA), versión 23.0. 
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3. Resultados  

El análisis de la cohorte de pacientes con infección intraabdominal incluyó 16 aislados 

clínicos de E. coli dentro del grupo de pacientes con infección intraabdominal y 

bacteriemia y 114 aislados dentro de los pacientes con infección intraabdominal sin 

bacteriemia. El análisis de la expresión de OmpA no mostró diferencias significativas en 

ambos grupos (40,7 x 104 ± 15,8 vs. 41,0 x 104 ± 14,3 u.a.; P=0,832) (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Expresión de OmpA en los pacientes con infección intraabdominal bacteriémica 

y no bacteriémica. 

 

Variable 
Pacientes con 

bacteriemia (n=16) 
Pacientes sin  

bacteriemia (n=114) 
Valor P 

Expresión de OmpA (x104), u.a. 40,7 ± 15,8 41,0 ± 14,3 0,832 
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Objetivo 1. Estudiar el perfil de resistencia a BL/IBL de los aislados clínicos de E. 

coli procedentes de bacteriemia e infección intraabdominal. 

Objetivo 2. Analizar la actividad de piperacilina/tazobactam sobre aislados clínicos 

de E. coli con bajo nivel de resistencia a BL/IB, tras su exposición a concentraciones 

crecientes de piperacilina/tazobactam. 

Objetivo 3. Demostrar la adquisición de ESRI, incluida a piperacilina/tazobactam, 

en dichos aislados y su estabilidad. 

Objetivo 4. Analizar la relación entre el tratamiento con piperacilina/tazobactam y 

la recurrencia por adquisición de resistencia a piperacilina/tazobactam en E. coli en 

pacientes. 

Objetivo 5. Estudiar el mecanismo subyacente a la ESRI y si la resistencia adquirida 

a piperacilina/tazobactam afecta a la actividad de las cefalosporinas. 

 

Artículo 5. Extended-spectrum resistance to b-lactams/b-lactamase inhibitors 

(ESRI) evolved from low-level resistant Escherichia coli. 

 

Los betalactámicos en combinación con inhibidores de betalactamasas (BL/IBL) como 

ampicilina/sulbactam, amoxicilina/ácido clavulánico y piperacilina/tazobactam se 

diseñaron para combatir la producción de betalactamasas por parte de las bacterias. E. 

coli se destaca por un patrón de resistencia a los BL/IBL caracterizado por tres fenotipos: 

1) resistencia a ampicilina/sulbactam y sensibilidad a amoxicilina/ácido clavulánico y 

piperacilina/tazobactam (RSS); ii) resistencia a ampicilina/sulbactam y amoxicilina/ácido 

clavulánico, y sensibilidad a piperacilina/tazobactam (RRS); y iii) resistencia a 

ampicilina/sulbactam, amoxicilina/ácido clavulánico y piperacilina tazobactam (RRR). 

Estos perfiles de resistencia a los BL/IBL se adquieren consecutivamente, lo que indica 

la existencia de un riesgo potencial de desarrollo de resistencia a piperacilina/tazobactam 

en aquellos aislados sensibles, pero con bajo nivel de resistencia a los BL/IBL (RSS o 

RRS). Sin embargo, el mecanismo por el que se produce este proceso no está claro. 

En este artículo se utilizaron 23 aislados clínicos de E. coli procedentes de pacientes con 

bacteriemia e infección intraabdominal. Se determinó la CMI a piperacilina/tazobactam 

y se expusieron a presión antibiótica con concentraciones crecientes de 

piperacilina/tazobactam, desde una sub-CMI (0,5xCMI) hasta 256 mg/L (o la 

concentración a la que se produjera la muerte bacteriana). Posteriormente se determinó 

nuevamente la CMI a piperacilina/tazobactam y se determinó la estabilidad de la 
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adquisición de la resistencia mediante pases diarios en un medio sin antibiótico durante 

15 días. Se analizaron, además, 2 aislados de E. coli procedentes de hemocultivos de un 

paciente con absceso perianal y bacteriemia persistente, tratado con 

piperacilina/tazobactam durante 8 días. En todos los aislados se determinó la presencia 

del gen blaTEM y la actividad betalactamasa en las diferentes condiciones. Para descifrar 

el mecanismo de adquisición de resistencia a piperacilina/tazobactam, se realizó una 

secuenciación genómica de 2 aislados de E. coli representativos (portadores de los genes 

blaTEM-1 y blaTEM-30) antes y después de la presión con piperacilina/tazobactam. 

En cuanto a los resultados, 17 de los 23 aislados (74%) crecieron a concentraciones de 

piperacilina/tazobactam varias veces superior a su CMI. Esta exposición previa conllevó 

un aumento en la CMI a piperacilina/tazobactam ³8 veces, en comparación con el aislado 

original, lo que demuestra que existe una adquisición de resistencia a 

piperacilina/tazobactam a expensas de una mayor expresión del gen blaTEM y, por 

consiguiente, una mayor actividad betalactamasa. En estos 17 aislados se detectó la 

presencia del gen blaTEM, mientras que en los 6 aislados restantes (blaTEM negativos) no 

consiguieron crecer tras la presión antibiótica con piperacilina/tazobactam. Este aumento 

en la CMI no se redujo tras 15 días sin exposición a piperacilina/tazobactam. En los 

aislados de E. coli obtenidos del caso clínico descrito, la CMI de piperacilina/tazobactam 

fue de 8 mg/L para el aislado bacteriémico obtenido al inicio del cuadro clínico, y de 256 

mg/L para el aislado recuperado tras 8 días de tratamiento con piperacilina/tazobactam. 

En el aislado resistente también se produjo una mayor expresión del gen blaTEM-1 a 

expensas de una mayor actividad betalactamasa. Por su parte la secuenciación genómica 

mostró que tras la exposición a piperacilina/tazobactam se producen varias duplicaciones 

en el gen blaTEM en las dos cepas representaivas (8 y 60 copias en blaTEM-30 y blaTEM-1, 

respectivamente).  

Por tanto, en este estudio se demuestra la exposición a piperacilina/tazobactam induce la 

resistencia de espectro extendido a BL/IBL (ESRI) en aislados de E. coli portadoras del 

gen blaTEM tanto in vitro como in vivo. Esta ESRI se produce por un aumento en el número 

de copias del gen blaTEM, lo que conlleva un aumento en la actividad betalactamasa y el 

consiguiente aumento de la CMI de piperacilina/tazobactam. 
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Objetivo 6. Estudiar la presencia de heterorresistencia a piperacilina/tazobactam en 

E. coli. 

Artículo 6. Heteroresistance to piperacillin-tazobactam in clinical isolates of 

Escherichia coli sequence type 131. 

 

La heterorresistencia a los antibióticos ha adquirido importancia en los últimos años 

debido a su posible relevancia clínica. Aunque se ha detectado casos de heterorresistencia 

en antibióticos como colistina o meropenem, en el caso de piperacilina/tazobactam solo 

se ha reportado heterorresistencia en P. aeruginosa. En este trabajo se describe y 

caracteriza por primera vez la heterorresistencia a piperacilina/tazobactam en E. coli. Para 

ello se utilizaron dos aislados clínicos de E. coli (C2-23 y C1-140) obtenidos a partir de 

muestra de bilis y sangre de un mismo paciente, respectivamente. Se determinó la CMI 

por microdilución, tanto por el método estándar como a través del sistema 

semiautomático MicroScan, y por tiras de gradiente de difusión de antibiótico. La relación 

clonal de los aislados se estudió mediante MLST y la detección del gen de resistencia 

blaTEM mediante PCR. Para evaluar el comportamiento de los aislados frente a diferentes 

concentraciones de piperacilina/tazobactam se realizó un análisis del perfil poblacional 

(PAP) con inóculos de 0,5 y 2 en la escala de McFarland. Este PAP se realizó con el 

objetivo de poder calcular un valor más preciso de la CMI, el valor de la concentración 

no inhibitoria (CNI), y así calcular el cociente entre ambas (CMI/CNI), el cual nos 

permitió medir el nivel de heterorresistencia de la población. En cuanto a los resultados, 

la CMI de piperacilina/tazobactam determinada por el método estándar en el aislados C2-

23 fue de 64 mg/L y la del aislado C1-140 fue de 32 mg/L, mientras que por MicroScan 

fue de 64 mg/L y 8 mg/L, respectivamente. El MLST demostró que ambos aislados 

pertenecían al clon ST131, y que ambos portaban el gen blaTEM. El PAP mostró una 

respuesta heterogénea cuando ambos aislados de E. coli crecieron a diferentes 

concentraciones de piperacilina/tazobactam, con un cociente CMI/CNI ≥8, lo que 

permitió clasificar a los aislados como heterorresistentes a piperacilina/tazobactam. 

Como conclusión, en este estudio se describe por primera vez la hererorresistencia a 

piperacilina/tazobactam en E. coli. 
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Objetivo 7. Desarrollar un sistema de detección rápida de resistencia a BL/IBL. 

 

Artículo 7: Rapid detection of piperacillin/tazobactam resistance and extended 

spectrum resistance to β-lactams/β-lactamase inhibitors (ESRI) in clinical isolates of 

Escherichia coli 

 

Los BL/IBL, en especial piperacilina/tazobactam, son un grupo de antibióticos usados 

ampliamente en el tratamiento empírico de las infecciones graves. Sin embargo, su uso 

excesivo ha contribuido a la aparición de aislados de E. coli resistentes. Esto, junto con 

la demostración previa a lo largo de esta Tesis Doctoral, de que piperacilina/tazobactam 

contribuye al desarrollo de la ESRI en aislados de E. coli sensibles a 

piperacilina/tazobactam pero con bajo nivel de resistencia a los BL/IBL (RSS o RRS) 

plantea la necesidad de disponer de sistemas de detección rápida de esta resistencia. Para 

ello, en este trabajo se ha desarrollado un método colorimétrico basado en la hidrólisis 

del anillo betalactámico por parte de las betalactamasas (test ESRI). Se usaron 114 

aislados clínicos de E. coli obtenidos a partir de hemocultivos y muestras 

intraabdominales, y caracterizados según su perfil de sensibilidad a los BL/IBL. En todos 

ellos se estudió la presencia de las tres betalactamasas más frecuentes implicadas en la 

resistencia a los BL/IBL (blaTEM, blaOXA-1 and blaSHV) mediante PCR. Los resultados 

mostraron que el test ESRI fue capaz de detectar, mediante diferentes tiempos de 

positividad, todos los aislados resistentes a piperacilina/tazobactam y todos aquellos 

aislados sensibles a piperacilina/tazobactam pero con capacidad de desarrollar una ESRI, 

mientras que todos los aislados sensibles a los BL/IBL y/o que no fueron capaces de 

desarrollar una ESRI fueron negativos para el test. En cuanto a las betalactamasas, blaTEM 

fue la que se detectó con más frecuencia seguida de blaSHV y blaOXA-1.  

Estos resultados demuestran la eficacia del test ESRI, cuyo potencial clínico parece 

prometedor, el cual podría llevar a reducir el uso inapropiado de tratamientos antibióticos, 

mejorando así el manejo clínico del paciente. 

El manuscrito resultante de este trabajo se enviará a la revista Journal of Clinical 

Microbiology.  
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Title: Rapid detection of piperacillin/tazobactam resistance and extended spectrum 

resistance to β-lactams/β-lactamase inhibitors (ESRI) in clinical isolates of 

Escherichia coli 

 

Abstract 

Piperacillin/tazobactam is a β-lactam/ β-lactamase inhibitor (BL/BLI) recommended for 

the empirical treatment of severe infections. The excessive and indiscriminate use of 

piperacillin/tazobactam has promoted the emergence of piperacillin/tazobactam resistant 

Escherichia coli isolates. Recently, we demonstrated that piperacillin/tazobactam may 

contribute to the development of extended spectrum resistance to BL/BLI (ESRI) in 

piperacillin/tazobactam susceptible E. coli isolates but with low-level resistance to 

BL/BLI (resistance to amoxicillin/clavulanic acid and/or ampicillin/sulbactam). This 

raises the need for development of rapid detection systems. Therefore, the objective of 

this study is to design and validate a method able to detect resistance to 

piperacillin/tazobactam and ESRI in E. coli. 

A colorimetric assay based on the β-lactam ring hidrolysis by β-lactamases was designed 

(ESRI test). A total of 114 E. coli isolates from bloodstream and intra-abdominal sources, 

characterized according to their susceptibility profiles to BL/BLI, were used. Detection 

of the three more frequent β-lactamases involved in BL/BLI resistance (blaTEM, blaOXA-1 

and blaSHV) was performed by PCR. 

The ESRI test was able to detect all the piperacillin/tazobactam intermediate/resistant 

isolates, and all the piperacillin/tazobactam susceptible isolates but with capability for 

ESRI development. Their mediane time-to-result was 5 and 30 min, respectively. All the 

isolates wihtout resistance to BL/BLI were negative for the ESRI test. blaTEM was the 

most frequent β-lactamase gene detected, follow by blaSHV and blaOXA-1. 
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These results demonstrate the efficacy of the ESRI test, showing a great clinical potential 

which would lead to a reduction of health costs, ineffective treatments and inappropriate 

use of BL/BLI. 

 

Keywords: β-lactams with β-lactamase inhibitors, Escherichia coli, 

piperacillin/tazobactam, resistance detection, ESRI method. 
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INTRODUCTION 

Excessive and indiscriminate use of antibiotics has accelerated the emergence and spread 

of antimicrobial resistance, and increased the inefficacy of available antimicrobial 

treatments. Within the wide range of bacterial species able to produce infection in 

humans, the order Enterobacterales holds a prominent place; being Escherichia coli the 

species with higher clinical relevance (1). Among the set of antimicrobials used for the 

treatment of infections by E. coli, we found the group of β-lactams combined with β-

lactamase inhibitors (BL/BLI), such as ampicillin/sulbactam, amoxicillin/clavulanic acid 

and piperacillin/tazobactam. This last is efficacious against E. coli and other Gram-

negative bacteria producing β-lactamases (mainly TEM enzymes) (2). 

Piperacillin/tazobactam is used specially in severe infections and healthcare-associated 

infections (3,4). However, the abusive use of this antibiotic is led to the appearance of 

resistant strains (5,6). 

In Spain, data extracted from the SMART (Study for Monitoring Antimicrobial 

Resistance Trends) between 2002-2010 and 2016-2017 revealed an increase in the rate of 

piperacillin/tazobactam resistance in intra-abdominal E. coli isolates, from 7.7% to 10.0% 

(7,8). Similarly, in England, the same increase, from 8.5% to 11.7%, was observed 

between 2011-2015 in bacteremic E. coli isolates (9). 

Presence of TEM, inhibitor-resistant TEM (IRT), OXA-1, SHV and AmpC β-lactamases 

are common causes of the E. coli resistance to BL/BLI (10-14). Of these, TEM-1 

hyperproduction and IRT are the most frequent mechanisms involved in the resistance to 

BL/BLI, especially to ampicillin/sulbactam and amoxicillin/clavulanic acid, and in some 

cases to piperacillin/tazobactam (15,16). 

In E. coli, the pattern of BL/BLI resistance is a gradual and unidirectional process that 

extends from ampicillin/sulbactam to piperacillin/tazobactam through 
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amoxicillin/clavulanic acid (17). Thus, one isolate may be resistant to 

ampicillin/sulbactam but susceptible to amoxicillin/clavulanic acid and 

piperacillin/tazobactam (RSS phenotype), resistant to ampicillin/sulbactam and 

amoxicillin/clavulanic acid but susceptible to piperacillin/tazobactam (RRS phenotype), 

or resistant to the three combinations (RRR phenotype) (17). Recently, we demonstrated, 

both in vitro and in patients with intraabdominal infections, that E. coli isolates with RSS 

or RRS phenotype, classified as low level of resistance to BL/BLI, and carrying blaTEM 

gene, are able to acquire stable resistance to piperacillin/tazobactam and to the others two 

combinations if they are exposed to piperacillin/tazobactam sub-MIC; indicating that an 

extended spectrum resistance to BL/BLI (ESRI) from ampicillin/sulbactan (RSS) to 

piperacillin/tazobactam (RRR) can be developed (17). 

Early detection of both resistance to piperacillin/tazobactam and ability to develop ESRI 

in E. coli isolates with low-level resistance to BL/BLI (RSS or RRS) is essential to 

establish adequate initial and early antibiotic treatment of severe infections, moment in 

which the P/T treatment has special relevance. In clinical practice, when E. coli is isolated 

in a clinical sample, the Microbiology Service reports only the susceptibility or resistance 

to the different BL/BLI, among other antimicrobials, but not the potential development 

of resistance to those agents. Therefore, there is no system that allows us to detect this 

possible ESRI when E. coli isolates present low-level resistance to BL/BLI (RSS or RRS). 

In this study, we develop a rapid detection system to detect resistance to 

piperacillin/tazobactam and potential development of ESRI in clinical isolates of E. coli. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Bacterial isolates 
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One hundred and fourtheen E. coli clinical isolates were obtained from bloodstream and 

intra-abdominal samples of patients with suspected bacteremia or intra-abdominal 

infections at the University Hospital Virgen del Rocío, Seville (Spain). E. coli ATCC 

25922 strain was a control in all the experiments. The study was approved by the Ethics 

Committee of the University Hospital Virgen del Rocío of Seville (approval no. 0023-N-

16). 

 

Antimicrobial susceptibility testing 

The ampicillin/sulbactam, amoxicillin/clavulanic and piperacillin/tazobactam 

antimicrobial susceptibility profiles were initially tested by broth microdilution using the 

MicroScan Walk Away NM44 panels (Beckman Coulter, Inc., USA). Isolates selection 

was made taking into account their BL/BLI susceptibility profiles (SSS, RSS, RRS, 

RRR). MICs of piperacillin/tazobactam were subsequently confirmed using the standard 

broth microdilution method (18,19). MICs were determined on original isolates and 

isolates subjected to piperacillin/tazobactam pressure. 

 

Antimicrobial selection pressure 

Antimicrobial selection pressure was performed as described previously (17). Overnight 

bacterial cultures grown in 10 mL of Mueller-Hinton Broth (MHB) at 37ºC were adjusted 

to 0.5 of the McFarland standard (108 CFU/mL) and diluted to a final inoculum level of 

105 CFU/mL. The diluted inocula were incubated with sub-inhibitory concentrations of 

piperacillin/tazobactam (8:1 ratio) corresponding to 1-fold dilutions below the MICs at 

37ºC for 24 h. Positive bacterial growth was re-adjusted to 105 CFU/mL and incubated 

with a 2-fold increased concentration of piperacillin/tazobactam. These steps were 

repeated until a P/T concentration of 256/32 mg/L or up to a piperacillin/tazobactam 
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concentration that did not allow bacterial growth was reached. At the end of the process, 

MICs were determined for all the pressed isolates. 

 

Detection and sequencing of blaTEM, blaOXA-1 and blaSHV genes 

The blaTEM, blaOXA-1 and blaSHV genes were analysed in all studied isolates by PCR using 

the following primers: blaTEM (Forward: 5'-ATGAGTATTCAACATTTCCG, Reverse: 

5'-CTGACAGTTACCAATGCTTA) (17), blaOXA-1 (Forward: 5'-

GGATAAAACCCCCAAAGGAA-3', Reverse: 5'-

TGCACCAGTTTTTTTCCCATACA-3') (20), and blaSHV (Forward: 5'-

GGGTTATTCTTATTTGTCGC, Reverse: 5'-TTAGCGTTGCCAGTGCTC) (21). All 

positive PCR products were screened by Sanger sequencing using an ABI3500 Genetic 

121 Analyzer (Applied Biosystems, Foster, VA, United States) and analyzed using 

SnapGene® Viewer 2.7.2 software and BLAST Internet services 

(www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). 

 

ESRI test 

The ESRI test is based on the colorimetric and pH-based detection of the hydrolysis of 

the β-lactam ring produced by the enzyme β-lactamase. The clinical isolates were 

inoculated in different blood culture vials (BACTECTM Standard/10Aerobic/F and 

BACTECTM Lytic/10Anerobic/F, Becton Dickinson, United States) at a concentration of 

106 and 102 UFC/mL, and incubated at 37ºC with agitation at 180 rpm during 6-8 and 24 

h in order to test the method efficacy in the interval time in which a patient blood culture 

with E. coli bacteraemia is usually positive. After this time, 1.5 mL of bacterial 

suspension growth in the blood culture were taken, transferred to an Eppendorf tube and 

centrifuged at 9,600 g for 2 min at room temperature (Thermo Fisher Scientific, USA). 
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Subsequently, the pellet was resuspended with 1 mL of NaCl (0.9%), and centrifuged at 

9.600 g for 2 min at room temperature. Then, the pellet was resuspended in 100 μL of B-

PER II lysis buffer (Bacterial Protein Extraction Reagent, Thermo Fisher Scientific, 

USA) and incubated at 37°C for 30 min. Afterwards, the sample was centrifuged again at 

9.600 g for 2 min at room temperature. Subsequently, 30 μL of the supernatant was added 

to a 195 μL solution consisting of 190 μL of ampicillin (3 mg/mL) (Sigma, Spain) + 

sulbactam (4 μg/mL) (Sigma, Spain) + 5 μL of 0.5% v/v phenol red (Sigma, Spain) on a 

flat-bottom microplate. Finally, the plate was incubated at 37ºC for 120 min, with reading 

every minute during the first 10 min, and each 10 min the rest of the time until 120 min 

(Figure 1). In order to interpret the results, those samples with the slightest change of 

color respect to the negative control were considered as positive results. 

 

ESRI test validation 

Statistical parameters of sensitivity, specificity, positive predictive value (PPV) and 

negative predictive value (NPV) were used to determine the validity of the detection 

method developed and fine-tuned in this work. To calculate these paramaters, we included 

the data of the isolates susceptible to piperacillin/tazobactam. 

 

Statistical analysis 

A descriptive analysis was performed for time of positivity of the ESRI test, with median 

and interquartile range (IQR). Times of positivity of the ESRI test were analyzed using 

Mann Whitney U test. Differences were considered significant at P<0.05. All statistical 

analyses were performed using SPSS software, version 23.0 (SPSS). 

 

RESULTS 
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Antimicrobial susceptibility in clinical isolates of E. coli 

Susceptibility profiles to ampicillin/sulbactam, amoxicillin/clavulanic and 

piperacillin/tazobactam obtained through MicroScan were previously analyzed, and 

allowed the selection of 114 E. coli clinical isolates with different profiles (SSS, RSS, 

RRS, RRR) to develop and validate the ESRI test (Tables 1-3). On the other hand, the 

piperacillin/tazobactam MICs by broth microdilution classified 67 (58.7%) of the 114 E. 

coli isolates as susceptible, 6 (5.2%) of them as intermediate and 41 (35.9%) of them as 

resistant to piperacillin/tazobactam, according to breakpoint established by CLSI (19). 

The use of MicroScan and standard broth microdilution method showed the same 

susceptibility profile of piperacillin/tazobactam to the majority of clinical isolates. 

However, some exceptions were observed: C1-8 (RRR) and C1-102 (RRR) isolates 

presented MIC values of 4 mg/L, classified as susceptibe (Table 2), and C1-136 (RRS), 

C1-166 (RSS), and C1-189 (RSS) isolates showed MIC values of >512, >512 and 128 

mg/L, respectively, and were classified as resistant (Table 3). 

 

Detection of ESRI  

Sixty seven isolates classified as susceptible to piperacillin/tazobactam were exposed to 

piperacillin/tazobactam pressure in order to show the ability of ESRI development. Of 

these, twenty-two (32.8%) did not develop ESRI (Table 1), maintaining their 

piperacillin/tazobactam MICs or increasing slightly but without become resistant. Of the 

remaining isolates, forty-five (67.2%) were able to developed ESRI, increasing their 

MICs to piperacillin/tazobactam at least 8-fold (Table 2). 

 

Detection and sequencing of β-lactamases 
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None of the blaTEM, blaOXA-1 and blaSHV were detected in the 22 isolates susceptible to 

piperacillin/tazobactam and without ability to develop ESRI (Table 1). However, in the 

45 isolates susceptible to piperacillin/tazobactam, and with ability to develop ESRI, 

blaTEM, blaOXA-1 and blaSHV were detected in 38 (84.4%), 1 (2.2%) and 6 (13.3%) of them, 

respectively. Simultaneous detection of blaTEM and blaSHV were found in 4 isolates 

(8.8%). However, there were 2 E. coli isolates (4.4%) in which blaTEM, blaOXA-1, and 

blaSHV were not detected. Regarding to the type of blaTEM detected, thirty-four isolates 

expressed TEM-1, and the other four isolates expressed TEM-30, TEM-35, TEM-40 and 

TEM-135, respectively (Table 2). 

In the case of the 47 isolates intermediate or resistant to piperacillin/tazobactam, blaTEM, 

blaOXA-1 and blaSHV were detected in 34 (72.3%), 7 (14.9%) and 5 (10.6%) of them, 

respectively. Detection of blaTEM togheter with blaSHV was found in 3 isolates, and with 

blaOXA-1 in 2 other isolates. There were 6 isolates (12.7%) in which blaTEM, blaOXA-1, and 

blaSHV were not detected. All the blaTEM detected expressed TEM-1, except for the 

isolates C2-117 and C2-136 that expressed TEM-12 and TEM-84 (Table 3). 

 

ESRI test validation 

All the isolates susceptible to piperacillin/tazobactam and without ability to develop ESRI 

were negative for the ESRI test (Table 1). Regarding the isolates susceptible to 

piperacillin/tazobactam and potentially ESRI developer’s, forty-three isolates (95.5%) 

were positive for the ESRI test at 6-8 h of bacterial growth. The 2 isolates negative for 

ESRI test became positive at 24 h of the bacterial growth (Table 2). Similarly, the isolates 

intermediate/resistant to piperacillin/tazobactam were 100% positive for the ESRI test 

both at 6-8 and 24 h of bacterial growth (Table 3). 
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Statistically, significant differences between both groups (ESRI developer’s isolates and 

piperacillin/tazobactam intermediate/resitant isolates) were found in the time of positivity 

of the ESRI test. In the first group, the median time and IQR were 30 min (25-40 min) at 

6-8 h and 30 min (25-60 min) at 24 h. However, in the second group the median time and 

IQR were 5 min (3-10 min) at 6-8 h (P<0.001) and 3 min (2-10 min) at 24 h (P<0.001) 

(Figure 2). Sensitivity, specificity, PPV and NPV were 100% both at 6-8 h and 24 h in 

the detection of isolates intermediate or resistant to P/T (Table 4). However, in the group 

of ESRI developer’s, sensitivity and NPV decreased until 96% and 93%, respectively, at 

6-8 h (Table 5). 

 

DISCUSSION 

In the present study, we designed a rapid detection system, called ESRI test, for 

piperacillin/tazobactam resistance detection or ability to develop ESRI in E. coli. We 

characterized a collection of 114 clinical isolates of E. coli that were used to validate the 

ESRI test. 

We should to mention that, although the test is designed to detect piperacillin/tazobactam 

resistance and the possible development of ESRI, ampicillin/sulbactam was used in the 

test instead of piperacillin/tazobactam. This is due to two reasons: i) 

piperacillin/tazobactam resistance mediated by β-lactamases also leads to 

ampicillin/sulbactam resistance, and ii) ESRI development always starts with 

ampicillin/sulbactam resistance, allowing to detect ampicillin/sulbactam hydrolysis, even 

if the isolate is susceptible to piperacillin/tazobactam, and avoiding false negatives. 

Discordant results in piperacillin/tazobactam MICs between MicroScan and standard 

broth microdilution have been observed for 5 (4.3%) of the total E. coli isolates studied. 
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Two replicate were performed and showed the same results. This difference could be due 

to technical problems associated with the development of the MicroScan method. 

This study showed that blaTEM was the most frequently β-lactamase gene detected both 

in piperacillin/tazobactam resistant and ESRI developer’s E. coli isolates. In contrast, 

blaOXA-1 was the less frequent β-lactamase gene detected in the ESRI developer’s group 

(2.2%) group; with a clear difference between piperacillin/tazobactam resistant isolates 

(14.9%). Similar data were observed in another study in which OXA-1 was strongly 

associated with resistance to piperacillin/tazobactam in E. coli (13). Moreover, in some 

isolates, any of the studied β-lactamases were not detected, indicating probably the 

involvement of other β-lactamases such as AmpC (22). 

It is noteworthy that ESRI test is very sensitive and specific, and with higher PPV and 

PPN, being able to detect all the piperacillin/tazobactam resistant, and practically all the 

ESRI-developers E. coli isolates analysed in this study. Only two ESRI developer’s 

isolates were not detected by ESRI test at 6-8 h. One possible explanation is that the 

growth rate of both isolates was lower than the rest of the isolates. Another possibility is 

that both isolates did not produce enough quantity of β-lactamase to be detected by the 

test at 6-8 h of the bacterial growth. More studies are needed to confirm this hypothesis. 

Other similar tests have been developed and/or commercialized for the detection of 

extended spectrum β-lactamases (ESBL) or carbapenemases, such as ESBL NDP test 

(23), Rapidec® Carba NP test (24), Nitro-Carba test (25), MALDI-ToF MS (26), among 

others. The main difference with these kinds of tests is that ESRI test has been designed 

to detect not only piperacillin/tazobactam resistant isolates, but also ESRI developer’s 

isolates, which are firstly susceptible to piperacillin/tazobactam. 

The ESRI test combines many advantages in relation to conventional clinical methods. It 

is fast, simple and cheap. We have demonstrated that ESRI test allows to differenciate 
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with a high probability between isolates resistant to piperacillin-tazobactam (≤10 min of 

detection time) and ESRI developer’s (>10-120 min of detection time). These early 

detection times are an advantage when compared with the 24 h needed by the 

conventional methods (Figure 3). 

As limitations, ESRI test has been designed only for E. coli isolates growing in 

hemoculture bottles, unlike the mentioned tests that have also been tested with other 

genera of the Enterobacterales and from agar plates. However, it should be noted that E. 

coli is the main Gram-negative bacteria isolated from blood, peritoneal fluid and bile 

samples (1), which are usually being processed in hemoculture bottles in Clinical 

Microbiology laboratories. Future analyses of the ability of ESRI test to detect resistance 

to piperacillin/tazobactam in other bacterial genera, and from different clinical samples 

are welcomed. 

In conclusion, the ESRI test is a powerfull weapon to fight against the antimicrobial 

resistance. This system may be an innovative contribution to the microbiological 

diagnosis, allowing to obtain information on the possible development of resistance to 

BL/BLI in less than 24 hours and a better clinical prognosis both in terms of survival and 

in the absence of recurrence by resistant microorganisms, and to achieve an economic 

impact associated with the improvement of the quality of healthcare. 
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Table 1. Clinical isolates of Escherichia coli non ESRI developer’s and with negative results for the ESRI test detection (N=22). 

Isolate Origin 
BL/BLI resistance 

profile* 
P/T MIC 
(mg/L) 

Resistance 
mechanism 

Test  
(6-8 h)  

   Time 
 (min) 

Test  
(24 h) 

Time 
(min) 

Pressure 
New P/T MIC 

(mg/L) 

C1-74 Blood RRS 16 NEG -    >120 - >120 - 32 

C1-83 Blood RRS 8 NEG -    >120 - >120 - 8 

C1-90 Blood SSS 2 NEG -    >120 - >120 - 2 

C1-95 Blood SSS 2 NEG -    >120 - >120 - 8 

C1-97 Blood SSS 4 NEG -    >120 - >120 - 16 

C1-100 Blood SSS 2-4 NEG -    >120 - >120 - 4 

C1-110 Blood SSS 4 NEG -    >120 - >120 - 4 

C1-111 Blood SSS 2-4 NEG -    >120 - >120 - 16 

C1-128 Blood SSS 2 NEG -    >120 - >120 - 8 

C1-138 Blood RSS 4 NEG -    >120 - >120 - 4 

C1-144 Blood SSS 4 NEG -    >120 - >120 - 4 

C1-146 Blood SSS 2-4 NEG -    >120 - >120 - 4 

C1-152 Blood SSS 4 NEG -    >120 - >120 - 4 

C1-155 Blood SSS 4 NEG -    >120 - >120 - 4 

C1-157 Blood SSS 2 NEG -    >120 - >120 - 2 

C1-168 Blood SSS 4 NEG -    >120 - >120 - 4 

C1-169 Blood SSS 2 NEG -    >120 - >120 - 2 
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C1-172 Blood SSS 2 NEG -    >120 - >120 - 2 

C1-177 Blood SSS 4 NEG -    >120 - >120 - 4 

C2-4 Bile SSS 2 NEG -    >120 - >120 - 2 

C2-8 Bile SSS 8 NEG -    >120 - >120 - 8 

C2-12 Bile RRS 4 NEG -    >120 - >120 - 4 
* SSS: susceptible to ampicillin/sulbactam, amoxicillin/clavulanic acid and piperacillin/tazobactam; RSS: resistant to ampicillin/sulbactam and 
susceptible to amoxicillin/clavulanic acid and piperacillin/tazobactam; RRS: resistant to ampicillin/sulbactam, amoxicillin/clavulanic acid and 
susceptible to piperacillin/tazobactam. 
 -: negative result (detection test or pressure); NEG: negative result in relation to studied resistance mechanisms (TEM type, OXA-1 type, SHV 
type); MIC: minimum inhibitory concentration; P/T: piperacillin/tazobactam. 
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Table 2. Clinical isolates of Escherichia coli ESRI developer’s and with positive results for the ESRI test detection (N=45). 

Isolate Origin 
BL/BLI resistance 

profile* 
P/T MIC 
(mg/L) 

Resistance 
mechanism 

Test 
(6-8 h) 

Time 
(min) 

Test 
(24 h) 

Time 
(min) 

Pressure 
New P/T MIC 

(mg/L) 

C1-8 Blood RRR 4 NEG + 25 + 60 + 256 

C1-31 Blood RRS 8 TEM-40 + 25 + 60 + 64 

C1-38 Blood RRS 16 TEM-35 + 1 + 1 + 256 

C1-48 Blood RRS 4 TEM-1 + 20 + 30 + 128 

C1-65 Blood RRS 8 TEM-1 + 60 + 60 + 512 

C1-72 Blood RRS 16 TEM-1 + 30 + 60 + 512 

C1-81 Blood RRS 16 TEM-30 + 2 + 1 + 512 

C1-91 Blood RSS 1 NEG + 40 + 20 + 256 

C1-93 Blood RSS 2 SHV + 20 + 10 + 512 

C1-99 Blood RSS 8 TEM-1 + 40 + 30 + >512 

C1-102 Blood RRR 4 TEM-1 + 1 + 2 + 32 

C1-103 Blood RSS 8 TEM-1 + 40 + 100 + 512 

C1-106 Blood RSS 8 TEM-1 + 40 + 25 + 512 

C1-108 Blood RSS 2 TEM-1 + 40 + 30 + 512 

C1-118 Blood RRS 16 OXA-1 + 30 + 10 + 256 

C1-120 Blood RSS 8 TEM-1 + 40 + 20 + >512 

C1-121 Blood RSS 8 TEM-1/SHV + 30 + 30 + 256 
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C1-126 Blood RSS 8 TEM-1 + 30 + 30 + 512 

C1-129 Blood RSS 16 TEM-1 + 40 + 25 + 256 

C1-130 Blood RSS 8 TEM-1 + 40 + 25 + 256 

C1-137 Blood RSS 8 TEM-1 + 40 + 25 + >512 

C1-139 Blood RSS 8 TEM-1 + 30 + 120 + >512 

C1-141 Blood RSS 4 TEM-1/SHV + 30 + 10 + >512 

C1-142 Blood RRS 4 TEM-135/SHV + 10 + 10 + 512 

C1-143 Blood RSS 8 TEM-1 + 30 + 60 + >512 

C1-153 Blood RSS 8 TEM-1/SHV + 50 + 90 + >512 

C1-159 Blood RSS 2 TEM-1 + 100 + 30 + 512 

C1-160 Blood RSS 4 TEM-1 + 50 + 60 + 512 

C1-161 Blood RSS 16 TEM-1 + 100 + 60 + >512 

C1-162 Blood RSS 4 NEG + 30 + 30 + 512 

C1-164 Blood RSS 8 TEM-1 + 30 + 30 + 512 

C1-170 Blood RSS 4 TEM-1 + 30 + 60 + >512 

C1-171 Blood RSS 8 NEG - >120 + 40 + 512 

C1-174 Blood SSS 2 TEM-1 + 120 + 120 + >512 

C1-175 Blood RSS 16 TEM-1 + 30 + 60 + 512 

C1-183 Blood RSS 8 TEM-1 + 30 + 40 + 512 

C1-187 Blood RSS 2 TEM-1 + 100 + 40 + >256 
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C1-190 Blood RSS 16 SHV - >120 + 120 + 512 

C1-191 Blood RSS 8 TEM-1 + 60 + 100 + 256 

C1-306 Blood RSS 16 TEM-1 + 30 + 30 + 128 

C2-14 Bile RRS 8 TEM-1 + 10 + 10 + 512 

C2-47 
Intra-abdominal 

abscesses RSS 8 TEM-1 + 20 + 30 + 512 

C2-49 Peritoneal fluid RSS 8 TEM-1 + 15 + 30 + 512 

C2-54 
Intra-abdominal 

abscesses RRS 8 TEM-1 + 15 + 30 + 256 

PT3 Blood RSS 8 TEM-1 + 30 + 50 + 256 (PT4) 
* RSS: resistant to ampicillin/sulbactam and susceptible to amoxicillin/clavulanic acid and piperacillin/tazobactam; RRS: resistant to 
ampicillin/sulbactam, amoxicillin/clavulanic acid and susceptible to piperacillin/tazobactam; RRR: resistant to ampicillin/sulbactam, 
amoxicillin/clavulanic acid and piperacillin/tazobactam. 
-: negative result (detection test or pressure); +: positive result (detection test or pressure); NEG: negative result in relation to studied resistance 
mechanisms (TEM type, OXA-1 type, SHV type); MIC: minimum inhibitory concentration; P/T: piperacillin/tazobactam. 



CAPÍTULO III. Artículo 7 

155 
 

Table 3. Clinical isolates of Escherichia coli intermediate and resistants to piperacillin/tazobactam and positive for the ESRI test detection 
(N=47). 
 

Isolate  Origin  
BL/BLI resistance 

profile* 
P/T MIC 
(mg/L) 

Resistance 
mechanism 

Test 
(6-8 h) 

Time  
(min) 

Test 
(24 h) 

Time  
(min) 

C1-23 Blood RRR >256 TEM-1 + 2 + 10 

C1-82 Blood RRS 32 TEM-1 + 10 + 10 

C1-94 Blood RRS 32 TEM-1 + 15 + 10 

C1-109 Blood RRR >256 SHV + 2 + 2 

C1-116 Blood RRR 256 TEM-1 + 5 + 4 

C1-136 Blood RRS >512 TEM-1/SHV + 20 + 25 

C1-166 Blood RSS >512 TEM-1 + 100 + 30 

C1-189 Blood RSS 128 TEM-1 + 10 + 10 

C1-239 Blood RRR >256 TEM-1 + 2 + 2 

C1-436 Blood RRR >256 TEM-1 + 3 + 3 

C2-23 Bile RRR >256 TEM-1 + 10 + 10 

C2-45 Peritoneal fluid RRR 256 TEM-1 + 10 + 60 

C2-48 
Intra-abdominal 

abscesses RRR >256 TEM-1 + 2 + 10 

C2-57 Bile RRR >256 NEG + 2 + 10 
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C2-72 
Intra-abdominal 

abscesses RRR >256 TEM-1 + 20 + 4 

C2-74 Peritoneal fluid RRR 256 TEM-1 + 5 + 3 

C2-82 Hepatic abscesses RRR >256 TEM-1/SHV + 3 + 3 

C2-90 Peritoneal fluid RRR 256 TEM-1 + 4 + 2 

C2-95 Peritoneal fluid RRR 64 TEM-1 + 15 + 15 

C2-103 Peritoneal fluid RRR 256 TEM-1 + 2 + 3 

C2-106 Peritoneal fluid RRR 128 OXA-1 + 30 + 25 

C2-113 
Intra-abdominal 

abscesses RRR 256 TEM-1/SHV + 2 + 3 

C2-116 
Intra-abdominal 

abscesses RRR 256 TEM-1 + 2 + 3 

C2-117 Peritoneal fluid RRR 128 TEM-12 + 5 + 3 

C2-136 Peritoneal fluid RRR 128 TEM-84 + 5 + 1 

C2-146 Peritoneal fluid RRR >256 TEM-1 + 1 + 1 

C2-147 
Intra-abdominal 

abscesses RRR >256 TEM-1 + 3 + 1 

PT4 Blood RRR 256 TEM-1 + 10 + 15 

PTR1 Blood RRR 64 OXA-1 + 10 + 5 

PTR2 Blood RRR 256 TEM-1 + 10 + 1 

PTR3 Blood RRR 256 NEG + 10 + 1 
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PTR4 Blood RRR >256 NEG + 3 + 1 

PTR5 Blood RRR >256 TEM-1 + 3 + 1 

PTR7 Blood RRR 256 NEG + 15 + 1 

PTR8 Blood RRR 128 OXA-1 + 30 + 2 

PTR9 Blood RRR 128 TEM-1/OXA-1 + 3 + 5 

PTR10 Blood RRR >256 SHV + 1 + 1 

PTR11 Blood RRR 128 TEM-1 + 3 + 1 

PTR12 Blood RRR 256 NEG + 3 + 1 

PTR13 Blood RRR 256 TEM-1 + 3 + 10 

PTR14 Blood RRR 32 NEG + 50 + 40 

PTR15 Blood RRR 128 OXA-1 + 10 + 10 

PTR16 Blood RRR 128 TEM-1 + 15 + 15 

PTR17 Blood RRR >256 TEM-1/OXA-1 + 10 + 3 

PTR18 Blood RRR 128 TEM-1 + 10 + 10 

PTR19 Blood RRR 64 OXA-1 + 10 + 10 

PTR20 Blood RRR >256 TEM-1 + 10 + 3 
* RSS: resistant to resistant to ampicillin/sulbactam and susceptible to amoxicillin/clavulanic acid and piperacillin/tazobactam; RRS: resistant to 
ampicillin/sulbactam, amoxicillin/clavulanic acid and susceptible to piperacillin/tazobactam; RRR: resistant to ampicillin/sulbactam, 
amoxicillin/clavulanic acid and piperacillin/tazobactam. 
+: positive result of detection test; NEG: negative result in relation to studied resistance mechanisms (TEM type, OXA-1 type, SHV type); MIC: 
minimum inhibitory concentration; P/T: piperacillin/tazobactam. 
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Table 4. Validation of the ESRI test in the detection of piperacillin/tazobactam resistant 
isolates (N=47) 

Test Sensitivity Especificity PPV NPV 
6-8 h 100% 100% 100% 100% 
24 h 100% 100% 100% 100% 

PPV: positive predictive value 
NPV: negative predictive value 
 
Table 5. Validation of the ESRI test in the detection of ESRI developer’s isolates (N=45) 

Test Sensitivity Especificity PPV NPV 
6-8 h 96% 100% 100% 93% 
24 h 100% 100% 100% 100% 

PPV: positive predictive value 
NPV: negative predictive value 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
        
Figure 1. Design and protocol of the ESRI test. 
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Figure 2. Time of ESRI test positivity in piperacillin/tazobactam resistant and ESRI 
developer’s E. coli isolates. S: susceptible, R: resistant, P/T: piperacillin/tazobactam. 
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Figure 3. New detection method and its possible application in the clinical practice. 
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La bacteriemia y la infección intraabdominal por E. coli son un grave problema a nivel 

mundial debido a su gravedad y su mal pronóstico si no reciben un tratamiento adecuado, 

especialmente en las primeras horas de la infección. Entender el papel que juegan tanto 

el hospedador como el patógeno en este tipo de infecciones resulta crucial a la hora de 

realizar un diagnóstico y un tratamiento óptimos, lo que redundará en un mejor manejo 

clínico del paciente y, por lo tanto, un mejor pronóstico clínico. 

Es por ello que el trabajo desarrollado en esta Tesis Doctoral está basado en tres pilares 

fundamentales: i) el estudio de las características clínico-epidemiológicas de los pacientes 

que padecen la infección, ii) el estudio del papel de los factores de virulencia bacterianos 

en el pronóstico clínico de la infección y iii) el estudio de los mecanismos de resistencia 

a los antibióticos ampliamente utilizados para tratar este tipo de infecciones, así como el 

desarrollo de un sistema que permita detectar esta resistencia rápidamente. 

 

Capítulo I: Análisis de las características clínicas, pronósticas y microbiológicas de 

las bacteriemias por E. coli y K. pneumoniae y la infección intraabdominal por E. 

coli. 

 

Tras el análisis comparativo realizado entre los pacientes con bacteriemia por E. coli y 

los pacientes con bacteriemia por  K. pneumoniae encontramos diferencias tanto en las 

características clínicas como en los factores de riesgo asociados con la mortalidad de los 

mismos entre uno y otro microorganismo. 

Sin embargo, la mortalidad cruda a los 30 días no mostró diferencias entre los pacientes 

con bacteriemia por E. coli y los pacientes con bacteriemia por K. pneumoniae (18,6 vs. 

17,9%, respectivamente, P=0,877), incluso cuando comparamos entre productores de 

BLEE (20,0% vs.17,4%, P=1,000) y no productores de BLEE (18,5% vs. 18,0%, 

P=0,931) (Tabla1, artículo 1, capítulo I). Existen otros estudios en los que se analiza la 

mortalidad en la bacteriemia por E. coli y K. pneumoniae, aunque ninguno de ellos se ha 

realizado en población general. En el primero de ellos, Cheng et al. (221), analizando 

pacientes con bacteriemia secundaria a neumonía producida por E. coli o K. pneumoniae 

BLEE, encontraron una mortalidad cruda a los 30 días del 43,2% en la neumonía 

bacteriémica producida por E. coli, y del 39,2% en la producida por K. pneumoniae 

(P=0,69). Otros autores, como Sakellariou et al. (222), en un estudio comparativo entre 

bacteriemia por E. coli o K. pneumoniae productoras de BLEE, reportan una mortalidad 

del 27,1% en el caso de la bacteriemia por E. coli y del 23,8% en el caso de la bacteriemia 
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por K. pneumoniae (P=0,724) (222). Por otro lado, Leistner et al. (223) encontraron 

mayor mortalidad en aquellos pacientes con bacteriemia por K. pneumoniae que en 

aquellos con bacteriemia por E. coli (25,0% vs. 18,5%, respectivamente; P=0,006), y 

además, sorprendentemente, mayor mortalidad entre los pacientes con bacteriemia por K. 

pneumoniae no productora de BLEE frente a la bacteriemia por E. coli no productora de 

BLEE (25,2% vs. 17,6%, respectivamente; P=0,005). Estas diferencias en la mortalidad 

en comparación con nuestro estudio pueden deberse al propio diseño del estudio, donde 

la mortalidad medida fue únicamente intrahospitalaria en lugar de la mortalidad cruda a 

los 30 días, haciendo que los datos no sean comparables entre sí. 

Una primera diferencia importante en las características clínico-epidemiológicas 

encontradas entre ambos patógenos es que la bacteriemia por E. coli parece más 

relacionada con el ámbito comunitario, mientras que la bacteriemia por K. pneumoniae 

con el hospitalario. Esto se deduce de la mayor frecuencia de adquisición nosocomial de 

la bacteriemia por K. pneumoniae, así como mayor presencia de dispositivos externos en 

los pacientes, especialmente CVC transitorio, sonda nasogástrica y ventilación mecánica 

(Tabla 1, artículo 1, capítulo I). De esta forma, es lógico pensar que el principal foco de 

la bacteriemia por K. pneumoniae fuera el respiratorio o el catéter, y que los pacientes 

con bacteriemia por este microorganismo precisaran de más control de foco que los 

pacientes con bacteriemia por E. coli, donde el foco mayoritario de la bacteriemia fue el 

urinario. Además, esta distribución diferencial de los patógenos explicaría por qué los 

pacientes con bacteriemia por K. pneumoniae tuvieron una mayor exposición previa a los 

antibióticos, ya que que los pacientes hospitalizados reciben tratamiento antibiótico más 

frecuentemente que los pacientes comunitarios (Tabla 1, artículo 1, capítulo I). 

Un aspecto a destacar en cuanto a las comorbilidades es que E. coli se aisló con más 

frecuencia que K. pneumoniae en hemocultivos de pacientes que tuvieron cáncer 

(P=0,048), algo que ya ha sido reportado en estudios previos (224,225). Esta diferencia 

se podría deber a que el número de pacientes con inmunosupresión relacionada con el 

cáncer fuera mayor en el caso de bacteriemia por E. coli que en la bacteriemia por K. 

pneumoniae, pudiendo esta favorecer la translocación de E. coli en el torrente sanguíneo 

desde otros focos (226). Sin embargo, son necesarios más estudios para confirmar esta 

hipótesis. 

El análisis multivariado mostró como factores de riesgo independientes asociados con la 

mortalidad en la bacteriemia por E. coli los índices de Charlson (OR, 1,44 [1,21-1,70; 

P<0,001]) y Pitt (OR, 1,62 [1,23-2,14; P<0,001]), la presencia de CVC permanente (OR, 
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5,37 [1,60-18,02; P=0,006]) y sonda nasogástrica (OR, 10,16 [2,26-45,51; P=0,002]) 

(Tabla 5, artículo 1, capítulo I). Esto parece indicar que, aunque la bacteriemia por E. coli 

se relaciona menos con el ambiente hospitalario, cuando esta ocurre en pacientes 

hospitalizados con dispositivos externos es más grave que la bacteriemia por K. 

pneumoniae. Por otro lado, el foco urinario se consideró un factor protector para la 

mortalidad en la bacteriemia por E. coli (OR, 0,24 [0,09-0,68; P=0,007]), probablemente 

debido al buen pronóstico clínico que presentan estos pacientes. 

En el caso de la bacteriemia por K. pneumoniae el análisis multivariado seleccionó los 

índices de Charlson (OR, 1,39 [1,07-1,82; P=0,014]) y Pitt (OR, 1,65 [1,17-2,33; 

P=0,004]), así como el foco gastrointestinal (OR, 13,10 [1,52-112,71; P= 0,019]) como 

factores de riesgo independiente para la mortalidad (Tabla 4, artículo 1, capítulo I). En 

este sentido, la sospecha de foco gastrointestinal puede tener una consideración 

importante como factor pronóstico en los pacientes con bacteriemia por K. pneumoniae. 

Por último, también observamos diferencias en el perfil de resistencia antibiótica entre E. 

coli y K. pneumoniae (Tabla 6, artículo 1, capítulo I). La última presentó mayor 

resistencia a cefalosporinas de segunda (cefuroxima), tercera (cefotaxima y ceftazidima) 

y cuarta (cefepime) generación, así como amikacina y colistina. También la producción 

de BLEE fue mayor en K. pneumoniae que en E. coli. Sin embargo, la prevalencia de 

aislados multirresistentes fue similar en ambos patógenos. La mayor producción de BLEE 

concuerda con la mayor resistencia a cefalosporinas observada a favor de K. pneumoniae. 

En el caso de la colistina, es importante resaltar la diferencia notable observada entre K. 

pneumoniae (16,6%) y E. coli (0,5%). Nuestros datos van en consonancia con lo 

reportado por el programa de vigilancia antimicrobiana SENTRY, donde la resistencia a 

colistina es mayor en K. pneumoniae que en E. coli (1,5% vs. 0,2%, respectivamente) 

(227). Sin embargo, otro estudio mostró que la prevalencia de la resistencia a colistina es 

ligeramente superior en E. coli (0,5%) que en K. pneumoniae (0,4%) en España (228). 

Estas diferencias se pueden deber a los diferentes métodos utilizados para determinar la 

resistencia a colistina, microdilución en caldo en nuestro caso y tiras de gradiente de 

concentración en el estudio llevado a cabo por Prim et al. (228). Esto hace que los 

resultados no puedan ser comparables, ya que se ha reportado que los valores de CMI a 

colistina obtenidos mediantes tiras de gradiente de concentración pueden estar 

subestimados (229). En cuanto a la mayor prevalencia de aislados multirresistentes, un 

estudio previo llevado a cabo por Tumbarello et al. (230) mostró una mayor proporción 

de cepas multirresistentes en pacientes fallecidos con bacteriemia (43,6% vs. 15,6%) y, 
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aunque el porcentaje de multirresistencia fue similar al de nuestro estudio (alrededor del 

25%), estas diferencias observadas pudieran ser debidas a la inclusión de P. mirabilis que 

hacen estos autores, o a la propia definición de multirresistencia utilizada. 

 

Por otro lado, cuando nos centramos en aquellos pacientes con infección intraabdominal 

por E. coli, también encontramos diferencias en la epidemiología y factores pronósticos 

relacionados con la mortalidad y el desarrollo de bacteriemia secundaria a infección 

intraabdominal. 

En este caso la mortalidad global de los pacientes con infección intraabdominal fue del 

10,4%, más baja que la producida en la bacteriemia por E. coli de cualquier foco (18,6%), 

como se ha reportado previamente en esta Tesis Doctoral. Los pacientes que fallecieron 

presentaron más comorbilidades, reflejándose en un mayor índice de Charlson y mayor 

frecuencia de índice de McCabe últimamente o rápidamente fatal que aquellos pacientes 

que sobrevivieron. También tuvieron un mayor desarrollo de bacteriemia, shock séptico 

y presencia de dispositivos externos, especialmente CVC transitorio y ventilación 

mecánica (Tabla 1, artículo 2, capítulo I). En este sentido, el análisis multivariado 

seleccionó la presencia de bacteriemia (OR, 5,25 [1,25-21,96; P=0,023]) y shock séptico 

(OR, 12,54 [3,17-49,60; P<0,001]) como factores de riesgo independientes para la 

mortalidad en la infección intraabdominal por E. coli (Tabla 5, artículo 2, capítulo I). Un 

estudio llevado a cabo por Riché et al. (46), en el que analizaron pacientes quirúrgicos 

ingresados en la unidad de cuidados intensivos (UCI), mostró como la mortalidad fue 

mayor en aquellos pacientes con shock séptico frente a los que no desarrollaban shock 

séptico (35% vs. 8%, respectivamente) (OR, 4.11 [1,78-9,48; P<0,001]). Además, en el 

subgrupo de pacientes que presentaron shock séptico, el origen biliar de la peritonitis fue 

un factor de riesgo para la mortalidad (OR, 3,50 [1,09-11,70; P=0,03]). 

Un aspecto que llama especialmente la atención es que el tratamiento empírico fue 

apropiado en el 100% de los pacientes que fallecieron (Tabla 1, artículo 2, capítulo I), lo 

que plantea que la muerte de estos pacientes pudo deberse bien a factores no relacionados 

con el propio tratamiento antibiótico o a problemas subyacentes a las propias 

características farmacocinéticas/farmacodinámicas de los antibióticos utilizados en este 

tipo de infecciones. Sería interesante realizar estudios futuros que aclaren esta cuestión. 

Debido a que la presencia de bacteriemia fue un factor de riesgo asociado con la 

mortalidad, decidimos comparar las características clínicas de aquellos pacientes donde 

se desarrolló bacteriemia a partir de foco intraabdominal frente a aquellos con infección 
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intraabdominal sin bacteriemia (Tabla 2, artículo 2, capítulo I). Los resultados mostraron 

que con bacteriemia fueron mayores y tuvieron más comorbilidades, reflejándose en un 

mayor índice de Charlson y mayor frecuencia de un índice de McCabe últimamente o 

rápidamente fatal. Entre las comorbilidades destacan la presencia de cáncer metastásico 

y de enfermedad renal crónica. Un estudio previo (45) ha reportado como el cáncer y la 

inmunosupresión fueron más frecuentes en aquellos pacientes que desarrollaron 

bacteriemia frente a los que no la desarrollaron cuando se producía una infección 

intraabdominal postquirúrgica. Con estos resultados podríamos pensar que la 

inmunosupresión asociada al cáncer podría favorecer la translocación bacteriana desde el 

abdomen hacia la sangre, como hemos discutido previamente en este capítulo. Sin 

embargo, no encontramos una mayor frecuencia de inmunosupresión entre los pacientes 

bacteriémicos frente a los no bacteriémicos. No obstante consideramos de gran interés 

realizar estudios posteriores que permitan confirmar esta hipótesis. Las diferencias 

encontradas entre ambos estudios pueden deberse a los diferentes tipos de pacientes 

incluidos. Mientras que en nuestro estudio hemos incluido todo tipo de pacientes con 

infección intraabdominal, en el estudio llevado a cabo por Alqarni et al. (45), solo 

incluyeron pacientes de UCI. Por otro lado, y como es lógico, aquellos pacientes que 

desarrollaron bacteriemia tuvieron una mayor gravedad de los síntomas, presentando 

sepsis y shock séptico con mayor frecuencia. Además, también hubo una mayor 

proporción de pacientes con dispositivos externos, como sonda urinaria y CVC 

transitorio. Cuando comparamos la mortalidad entre pacientes bacteriémicos y no 

bacteriémicos, encontramos una diferencia importante en la misma (47% vs. 5,8%, 

respectivamente, P<0,001). Elevadas tasas de mortalidad también se han reportado en 

dos estudio previos (41%-62,5%) entre pacientes bacteriémicos con infección 

intraabdominal (45,231). 

En cuanto a los factores de riesgo que se asocian independientemente con el desarrollo 

de la bacteriemia, el análisis multivariado seleccionó el índice de Charlson (OR, 1,46 

[1,10-1,94; P=0,009]), la presencia de dispositivos externos (OR, 16,12 [1,68-154,06; 

P=0,016]) y el foco biliar de la infección intraabdominal (OR, 6,89 [1,28-37,07; P=0,024] 

(Tabla 4, artículo 2, capítulo I). Solo un estudio previo ha reportado factores de riesgo 

relacionados con el desarrollo de la bacteriemia en pacientes con infección 

intraabdominal, reportando la presencia de cáncer o inmunosupresión (OR, 2,59 [1,46-

4,59; P<0,001], un índice SOFA elevado (OR, 1,19 [1,02-1,39; P=0,002]) y la presencia 

de E. coli en las muestras peritoneales (OR, 2,10 [1,19-3,73; P= 0,011]) (45). Sin 
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embargo, estos autores incluyen solo pacientes quirúrgicos independientemente del tipo 

de microorganismo que cause la infección intraabdominal, lo que explicaría las 

diferencias con nuestro estudio. Hasta donde sabemos, el estudio realizado en esta Tesis 

Doctoral es el primero que se realiza incluyendo pacientes no seleccionados con infección 

intraabdominal por E. coli, proporcionando una visión más global de las características 

clínicas y los factores de riesgo en este tipo de infección. 

 

Atendiendo a los resultados obtenidos en el análisis multivariado, parece que la infección 

biliar es un factor de riesgo para el desarrollo de bacteriemia en pacientes con infección 

intraabdominal, por lo que consideramos interesante estudiar si existen factores 

bacterianos específicos que pudieran favorecer este tipo de infección. 

Para ello realizamos un análisis clínico, epidemiológico y microbiológico de una cohorte 

de 15 aislados clínicos de E. coli procedentes de 12 pacientes con sospecha de infección 

biliar. Encontramos que un 20% de los aislados pertenecían a STs desconocidos (Figura 

1, Tabla 3, artículo 3, capítulo I), aunque con una combinación de alelos diferente entre 

ellos. Este porcentaje es más alto que el encontrado en otro tipo de infecciones como ITU 

(3,5%), bacteriemias (10,5%) y enfermedad inflamatoria intestinal (0%) (28,232,233). 

Comparando nuestra cohorte con otra cohorte de cepas de E. coli no productoras de 

infección biliar recogidas en el mismo tiempo encontramos como, en este último caso, 

ninguna de las cepas analizadas pertenecían a STs desconocidos (Tabla S1, artículo 3, 

capítulo I). Con respecto a otros STs más prevalentes en humanos como son el ST131, 

ST95, ST73 o ST69, no encontramos en nuestra cohorte un predominio claro de ninguno 

de ellos. Solo hubo 2 aislados (140-HE y 23-AE), procedentes del mismo paciente, que 

pertenecían al ST131 y uno de ellos (66-AE) al ST-69. Con todo esto, podemos sospechar 

que las infecciones biliares por E. coli no están asociadas con un clon determinado. 

El estudio del perfil de resistencia fenotípico (Tabla 2, artículo 3, capítulo I) y del 

resistoma (Tabla 5, artículo 3, capítulo I) mostró como las mayores tasas de resistencia 

en estos aislados se produjeron frente a ampicilina (73,3%), amoxicilina/ácido 

clavulánico (26,6%), cotrimoxazol (26,6%) y fluoroquinolonas (13,3%). Un estudio 

llevado a cabo por Razaghi et al. (234) en Irán, reportó como las quinolonas se 

encontraban en el primer lugar en cuanto a resistencia (54%), mientras que ninguno de 

los aislados fue resistente a amoxicilina/ácido clavulánico. En otro estudio Iraní, Tajeddin 

et al. (235), reportaron la presencia de multirresistencia en el 95,5% de los aislados de E. 

coli causantes de infección biliar, donde la resistencia a cefalosporinas de tercera 
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generación se situó en un 82%, a carbapenemas en aproximadamente un 70%, a 

gentamicina en un 36,4% y ciprofloxacino en un 45,5%. Sin embargo, en el estudio 

SMART llevado a cabo en España entre los años 2016 y 2017 y en el que se analizaron 

1429 aislados clínicos de E. coli causantes de infección intraabdominal las mayores tasas 

de resistencia se reportaron para ciprofloxacino (27,6%) y amoxicilina clavulánico 

(18,5%) (44). Por tanto, podríamos concluir que la tasa de resistencia a los antibióticos 

es muy variable y probablemente obedezca a la propia epidemiología local más que a 

factores relacionados con la infección en sí misma. 

Con respecto al análisis del viruloma (Tabla 4, artículo 3, capítulo I), cabe destacar dos 

aspectos. Por un lado, ningún factor de virulencia fue común a todos los aislados, lo que 

indica que no hay ningún factor de virulencia concreto en E. coli que sea imprescindible 

para causar infección biliar. Por otro lado, se encontró una amplia variedad de factores de 

virulencia entre los aislados analizados, de los que destacan 3 de ellos por su elevada 

frecuencia. Dos de estos factores (sfa y fimH), están implicados en la adhesión celular, lo 

que facilita la entrada de la bacteria en los tejidos (236). El otro, gad, es un factor 

relevante para el mantenimiento celular en ambientes ácidos como el tracto biliar (237). 

Dos estudios previos han buscado factores de virulencia relacionados con la infección 

biliar. En el primero de ellos Wang et al. (238), analizando pacientes con colangitis aguda 

que habían desarrollado bacteriemia por E. coli, encontraron que el 88% de las cepas eran 

portadoras del gen fimH, el 50% del gen iutA, mientras que solo el 8% portaban el gen 

sfa. En otro estudio, llevado a cabo por Razaghi et al. (234), encontraron que bfp y astA 

fueron los factores de virulencia más frecuentes en E. coli aisladas en muestras biliares, 

aunque bien es cierto que no analizaron la presencia de factores de virulencia como fimH, 

sfa o gad. 

 

Por tanto, y como resumen de la discusión del capítulo I, podemos concluir que, pese a 

no observarse diferencias en la mortalidad cruda entre la bacteriemia por E. coli y la 

bacteriemia por K. pneumoniae, sí que existen diferencias tanto en las características 

clínicas y microbiológicas, como en los factores relacionados con la mortalidad de los 

pacientes con este tipo de infecciones. En cuanto a la infección intraabdominal por E. 

coli, la presencia de bacteriemia y shock séptico son factores de riesgo asociados a la 

mortalidad, mientras que el desarrollo de bacteriemia a partir de foco intraabdominal se 

produce mayoritariamente en pacientes con comorbilidades, que presentan dispositivos 

externos y con infección del tracto biliar. Centrándonos en esta última, parece ser que en 
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E. coli no está asociada a un clon determinado y necesita de factores de virulencia 

relacionados con la adhesión y la supervivencia en presencia de ácidos biliares para 

producirse. El conocimiento que extrae de todos estos estudios puede servir para entender 

mejor procesos infecciosos graves como la bacteriemia y la infección intraabdominal, así 

como para mejorar el manejo clínico de estos pacientes. 

 

Capítulo II: La sobreexpresión de la proteína de membrana externa A (OmpA) 

como factor de riesgo para la mortalidad en la bacteriemia e infección 

intraabdominal por E. coli. 

 

Continuando con el estudio de los factores de virulencia, en este segundo capítulo hemos 

analizado el papel de OmpA en la virulencia de E. coli. El análisis de una cohorte de 190 

pacientes con bacteriemia por E. coli ha mostrado que la expresión de OmpA fue mayor 

en aquellos aislados procedentes de pacientes fallecidos, siendo, además, un factor de 

riesgo para la mortalidad (Tabla 3, artículo 4, capítulo II). Algunos estudios han sugerido 

que OmpA juega un importante papel en la muerte de animales cuando se utilizan 

modelos experimentales de infección por E. coli (156,239,240). Por ejemplo, las 

mutaciones en el los loops 1 y 2 de la OmpA en E. coli mostró una mayor supervivencia 

que cuando se utilizó la cepa salvaje en ratones recién nacidos con meningitis por E. coli 

(239). Por otro lado, estudios previos realizados en nuestro grupo han demostrado como 

la sobreexpresión de OmpA en A. baumannii fue un factor de riesgo asociado con el 

desarrollo de neumonía y bacteriemia, así como con la mortalidad (241). Además, 

también se ha demostrado como la inhibición de OmpA mediante el uso de un 

hexapéptido cíclico fue capaz de reducir la diseminación bacteriana entre los órganos, el 

desarrollo de neumonía y bacteriemia, así como la mortalidad en un modelo experimental 

murino de sepsis peritoneal por E. coli (242). 

 

En otro estudio, como el llevado a cabo por Nicholson et al. (154), han demostrado que 

durante la infección del tracto urinario en ratones, la expresión de OmpA en cepas de E. 

coli wild-type aumenta de 20 a 30 veces. Además, la expresión de OmpA también se ha 

estudiado en aislados bacteriémicos de E. coli, siendo requerida para inducir un alto nivel 

de bacteriemia (243). Esto sugiere que la OmpA es fundamental para la patogénesis de 

E. coli, pudiendo jugar un papel importante en la persistencia y diseminación de la 

bacteria hacia la sangre. En este sentido, decidimos evaluar el papel de OmpA en un 
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modelo experimental murino utilizando aislados clínicos con diferente expresión de 

OmpA. Los resultados obtenidos muestran como aquellos 2 aislados con mayor expresión 

de OmpA presentaron una mayor concentración bacteriana en sangre, y en hígado (solo 

uno de ellos) (Tabla 1, datos adicionales, capítulo II). Por tanto, estos resultados apoyan 

la hipótesis de que OmpA juega un papel importante en la translocación bacteriana de E. 

coli desde el abdomen hacia la sangre (160). 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos en el modelo animal, decidimos estudiar si existía 

una expresión diferencial de OmpA en los aislados procedentes de una cohorte de 130 

pacientes con infección intraabdominal, comparando entre aquellos pacientes 

bacteriémicos y no bacteriémicos. Los resultados obtenidos no permitieron asociar el 

desarrollo de bacteriemia con una mayor expresión de OmpA en E. coli. Esto podría 

explicarse por varias razones. Por un lado, el pequeño número de pacientes con 

bacteriemia secundaria a infección intraabdominal incluidos en el estudio (n=16). Por 

otro, que los pacientes incluidos en el análisis presenten algunas características clínicas 

(comorbilidades, tratamiento, etc.) que faciliten el desarrollo de bacteriemia, pudiendo 

enmascarar el efecto de la expresión de OmpA. Finalmente, pueden existir otros factores 

de virulencia que también estén relacionados con el desarrollo de bacteriemia como la 

OmpT, una proteasa que puede contribuir a la virulencia de E. coli mediante la 

inactivación de proteínas implicadas en la defensa del hospedador (244). Esta OMP fue 

identificada como un factor de virulencia importante predictor de bacteriemia en 

pacientes veteranos militares (245). 

 

En resumen, la sobreexpresión de OmpA ha demostrado ser un factor de riesgo para la 

mortalidad en pacientes con bacteriemia por E. coli. Sin embargo, y aunque se ha visto 

que esta sobreexpresión de OmpA favorece la diseminación sanguínea de E. coli en un 

modelo experimental murino, no se ha podido demostrar su papel en el desarrollo de la 

bacteriemia en pacientes con infección intraabdominal. 

 

Capítulo III: Resistencia de espectro extendido a los betalactámicos en combinación 

con inhibidores de betalactamasas (ESRI) y desarrollo de un método de detección 

rápida de resistencia. 
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El hecho de que existan varios patrones de resistencia a los BL/IBL en E. coli (RSS, RRS 

o RRR) (Figura 1a, artículo 5, capítulo III), nos indujo a pensar que la resistencia a los 

BL/IBL es un proceso que se produce de forma gradual y unidireccional en E. coli, y que 

piperacilina/tazobactam podría tener un papel clave en esta resistencia de espectro 

extendido a los BL/IBL, o ESRI, por sus siglas en inglés. Este proceso se confirmó tras 

la exposición a concentraciones crecientes de piperacilina/tazobactam en aquellos 

aislados sensibles al mismo, pero con bajo nivel de resistencia a los BL/IBL (RSS o RRS) 

(Tabla S1, artículo 5, capítulo III). Cabe destacar, que el aumento de la CMI a 

piperacilina/tazobactam se produjo en paralelo a la concentración creciente de antibiótico 

utilizada, lo que sugiere la existencia de una relación dosis-respuesta entre la 

concentración de piperacilina/tazobactam. Por otro lado, la detección de betalactamasas 

de tipo TEM en los 17 aislados que adquirieron resistencia a piperacilina/tazobactam, y 

la ausencia en aquellos que no pudieron adquirir resistencia (Tabla S1, artículo 5, capítulo 

III), nos puso en la pista para sospechar que este tipo de betalactamasas tendrían un papel 

relevante en este fenómeno. Esto se demostró posteriormente mediante la clonación de 

diferentes genes blaTEM en una cepa de E. coli ATCC 25922 (blaTEM negativa), las cuales 

aumentaron su actividad betalactamasa (Figura 2a, artículo 5, capítulo III), así como su 

CMI a piperacilina/tazobactam tras la exposición a ella misma (Taba S3, artículo 5, 

capítulo III). Todos estos datos sugieren que la evolución desde una resistencia de bajo 

nivel a los BL/IBL (RSS) hasta una resistencia de alto nivel (RRR) (ESRI) es un proceso 

ligado a las betalactamasas de tipo TEM, y que piperacilina/tazobactam es el inductor de 

este proceso. 

Para entender mejor el mecanismo subyacente a este incremento de la CMI a 

piperacilina/tazobactam, se realizó la secuenciación genómica de dos parejas de aislados 

clínicos, C1-81 y C2-54, los cuales portaban los genes blaTEM-30 y blaTEM-1, 

respectivamente. Se secuenció tanto el aislado original como el expuesto a 

piperacilina/tazobactam. Los resultados mostraron dos mecanismos diferentes de 

adquisición de resistencia. Mientras que en el aislado C1-81 (TEM-30) se produjo una 

duplicación génica basada en secuencias de inserción de tipo IS26, en el aislado C2-54 

(TEM-1) la resistencia se debió a una transposición del gen blaTEM en un plásmido de tipo 

colE multicopia (Figura 3, artículo 5, capítulo III). Esto va en línea con lo observado 

previamente por Schechter et al. (246), donde la presencia del gen blaTEM-1 en una región 

genómica de 10kb y repetida en tándem se asoció con la resistencia a 

piperacilina/tazobactam. La existencia de estos dos mecanismos podría deberse a que las 
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cepas sean portadoras de diferentes tipos de plásmidos, lo que se confirmó posteriormente 

mediante un análisis del tipo de replicón por PCR, o PBRT (PCR-based replicon typing). 

De estos resultados se deduce que la ESRI se debe a una hiperproducción de 

betalactamasas de tipo TEM en E. coli, la cual está favorecida por la exposición a 

piperacilina/tazobactam. 

Para confirmar esta hipótesis in vivo, se utilizaron dos parejas de aislados clínicos de E. 

coli procedentes de dos pacientes. La primera de ellas (C2-49 y C2-54), pertenecientes 

ambos al ST69, fueron obtenidas a partir de un absceso intraabdominal antes y tras 10 

días de tratamiento antibiótico con piperacilina/tazobactam, sin evolución clínica 

favorable. La otra pajera de aislados (PT3 y PT4), pertenecientes ambas al ST88, se 

obtuvieron a partir de hemocultivos de un pacientes con un absceso perianal y bacteriemia 

persistente, antes y tras 8 días de tratamiento con piperacilina/tazobactam, sin evolución 

clínica favorable. La adquisición de resistencia a los BL/IBL, parcial en el caso de la cepa 

C2-54 (RSS ® RRS) y completa en el caso del aislado PT4 (RSS ® RRR), sugiere que 

el tratamiento con piperacilina/tazobactam, especialmente en zonas donde las 

concentraciones pueden no ser óptimas, puede favorece el desarrollo de una ESRI. 

Los resultados obtenidos en este estudio son relevantes desde el punto de vista clínico, ya 

que el tratamiento de una infección grave con concentraciones sub-óptimas de 

piperacilina/tazobactam podría favorecer la aparición de aislados de E. coli que 

desarrollen una ESRI, dando lugar a fracasos terapéuticos. En este sentido, dos estudios 

clínicos van en línea con nuestra observación. Retamar et al. (247) analizaron el impacto 

de la CMI de piperacilina/tazobactam sobre el pronóstico clínico de pacientes con 

bacteriemia por E. coli productora de BLEE. Encontraron que aquellos aislados con CMIs 

de piperacilina/tazobactam intermedias (4-8 mg/L) y elevadas (³16 mg/L), que no 

procedían de foco urinario, se asociaron con mayor mortalidad que aquellos con CMIs  

bajas (£2 mg/L) (41,1% vs. 0,0%). Recientemente, los resultados del estudio MERINO 

(Meropenem vs. Piperacillin-Tazobactam for Definitive Treatment of BSI’s Due to 

Ceftriaxone Non-susceptible Escherichia Coli and Klebsiella spp.), un ensayo clínico 

internacional y multicéntrico que compararon el tratamiento con piperacilina/tazobactam 

o meropenem para la bacteriemia por E. coli o Klebsiella spp. resistentes a cefalosporinas 

de tercera generación, mostraron una mortalidad a los 30 días del 12,3% en el brazo de la 

piperacilina/tazobactam frente a un 3,7% en el brazo del meropenem (248). Los 
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resultados obtenidos en este ensayo clínico han generado cierto debate sobre sus puntos 

fuertes y débiles (249). 

Debido a que la ESRI es un fenómeno que se produce por una hiperproducción de 

betalactamasas, nos preguntamos si además de afectar a la combinación BL/IBL, podría 

afectar a la sensibilidad de otro tipo de BL como las cefalosporinas de 1ª (cefazolina), 2ª 

(cefuroxima) y 3ª (cefotaxima) generación, o la combinación cefalosporina/IBL 

(ceftolozano/tazobactam), ya que comparten el mismo inhibidor de betalactamasas que la 

piperacilina/tazobactam. Nuestros resultados mostraron como, efectivamente, de las tres 

parejas de aislados estudiadas (C2-49/C2-54, PT3/PT4 y C1-142/C1-142P), se produjo 

un aumento de la CMI de las cefalosporinas, incluyendo ceftolozano/tazobactam, en dos 

de ellas (PT4 y C1-142P) (Tabla 1, artículo 5, capítulo III). Además, el aumento de la 

CMI fue más acusado en las cefalosporinas de primera generación que en las de tercera 

generación. Llama la atención especialmente el aislado C1-142P, portador de una 

betalactamasa TEM-135, el cual aumentó su CMI a ceftolozano/tazobactam con respecto 

al aislado original 8 veces (de 0,19 mg/L a 1,5 mg/L), desarrollando resistencia a este 

antibiótico según los puntos de corte establecidos por EUCAST (250). En línea con estos 

resultados, Sun et al. (251) observaron una pérdida de actividad en siete cefalosporinas 

diferentes (incluyendo desde la 1ª a la 4ª generación) en S. typhimurium portadora del gen 

blaTEM-1 tras la exposición progresiva a cefalotina y cefaclor, cefalosporinas de 1ª y 2ª 

generación, respectivamente. Los resultados discutidos en este apartado demuestran 

como la ESRI no solo afecta a la combinación BL/IBL sino también puede afectar a la 

actividad de las cefalosporinas, solas o en combinación con tazobactam. No obstante, se 

necesitan estudios adicionales para determinar el impacto real de la 

piperacilina/tazobactam en la adquisición de resistencia a las cefalosporinas. 

 

Por otro lado, se estudió la presencia de heterorresistencia a piperacilina/tazobactam en 

dos aislados clínicos de E. coli. Las diferencias encontradas en la CMI a 

piperacilina/tazobactam entre ambos aislados probablemente se deban a la diferente 

proporción de subpoblaciones resistentes en cada uno de ellos, siendo mayor en el aislado 

procedente de bilis (C2-23) y menor en el de sangre (C1-140). Los valores resultantes del 

cociente CMI/CNI demostraron como en ambos aislados este valor fue >8 cuando se 

utilizó un inóculo elevado (2 McFarland), mostrando una heterorresistencia clara al 

antibiótico. Sin embargo, cuando se utilizó un inóculo equivalente a 0,5 en la escala de 

McFarland, en el aislado C1-140 este cociente CMI/CNI fue de 7.90 (heterorresistencia 
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intermedia) (Figura 2, artículo 6, capítulo III). Esta diferencia puede deberse a la 

existencia de una mayor proporción de la subpoblación resistente a 

piperacilina/tazobactam cuando se utilizó un inóculo alto en comparación con el inóculo 

estándar. Estos resultados subrayan la posibilidad de fracasos terapéuticos debidos a la 

presencia de cepas heterorresistentes que no sean detectadas por los sitemas automáticos 

utilizados en la rutina diaria de los laboratorios de microbiología clínica. 

 

Desde el punto de vista clínico, sería de gran interés disponer de herramientas que nos 

permitan detectar de forma rápida este tipo de resistencia a los BL/IBL, permitiendo 

establecer un tratamiento antibiótico adecuado en infecciones graves, especialmente en 

las primeras horas. Sin embargo, hasta este momento no existen sistemas que nos 

permitan detectar de forma rápida y conjunta tanto la resistencia a 

piperacilina/tazobactam como el desarrollo de una ESRI en E. coli, microorganismo 

principalmente implicado en infecciones graves como bacteriemias e infecciones 

intraabdominales. Es por ello que en esta Tesis Doctoral hemos diseñado y validado un 

sistema de detección rápida, llamado test ESRI, tanto para resistencia a 

piperacilina/tazobactam como para desarrollo de ESRI en E. coli. 

Cabe mencionar que, aunque el test ESRI ha sido diseñado para detectar resistencia a 

piperacilina/tazobactam y el posible desarrollo de una ESRI, se usó ampicilina/sulbactam 

como antibiótico en lugar de piperacilina/tazobactam (Figura 1, artículo 7, capítulo III). 

Esto se debe a dos razones principales: i) la resistencia a piperacilina/tazobactam mediada 

por betalactamasas también conlleva una resistencia a ampicilina/sulbactam, como hemos 

demostrado previamente en esta Tesis Doctoral y ii) el desarrollo de una ESRI siempre 

comienza con resistencia a ampicilina/sulbactam, lo que permite detectar la hidrólisis de 

ampicilina/sulbactam incluso si el aislado es sensible a piperacilina/tazobactam, evitando 

resultados falsos negativos. 

En cuanto al mecanismo de resistencia de estos aislados, este estudio mostró como blaTEM 

fue la betalactamasa detectada con mayor frecuencia tanto en aquellos aislados de E. coli 

resistentes a piperacilina/tazobactam como en los desarrolladores de ESRI. En contra, 

blaOXA-1 fue la betalactamasa detectada con menos frecuencia en el grupo de los 

desarrolladores de ESRI (2,2%), no así en los resistentes a piperacilina/tazobactam, donde  

se situó en segundo lugar (14,9%) (Tabla 2, Tabla 3, artículo 7, capítulo III). Esto último 

ha sido reportado previamente en otro estudio llevado a cabo por Livermore et al. (191) 

en el que OXA-1 se asoció estrechamente con la resistencia a piperacilina/tazobactam en 
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E. coli. En el caso de blaSHV, esta se detectó entre un 10 y un 15% en ambos grupos. Cabe 

destacar que en algunos aislados en los que el test resultó positivo, no se detectó la 

presencia de ninguna de las betalactamasas estudiadas, lo que sugiere la presencia de otras 

betalactamasas, como las de tipo AmpC (218). 

En cuanto a la validación del test ESRI, los resultados demuestran que es muy sensible y 

específico, con un alto valor predictivo positivo y negativo, pudiendo detectar todos 

aquellos aislados resistentes a piperacilina/tazobactam, así como prácticamente todos los 

que han desarrollado una ESRI (Tabla 4, Tabla 5, artículo 7, capítulo III). Solo hubo dos 

aislados que no se detectaron cuando el test se realizó tras 6-8h de crecimiento en el frasco 

de hemocultivo (C1-171 y C1-190) (Tabla 2, artículo 7, capítulo III). Una posible 

explicación es que la tasa de crecimiento de ambos aislados fuera más baja que el resto 

de aislados. También podría ocurrir que los aislados no produjeran suficiente cantidad de 

betalactamasa a las 6-8h de crecimiento. Se necesitan más estudios para confirmar estas 

hipótesis. 

Además del test ESRI, se han desarrollado y/o comercializado otros test de detección 

rápida de BLEE o carbapenemasas, como el ESBL NDP test (252), Rapidec® Carba NP 

test (253), Nitro-Carba test (254) o el MALDI-TOF MS (255), entre otros. La principal 

diferencia entre este tipo de métodos y el test ESRI es que este último no solo permite 

detectar la resistencia a piperacilina/tazobactam, sino también aquellos aislados sensibles 

a piperacilina/tazobactam pero con capacidad de desarrollar una ESRI. 

El test ESRI combina muchas ventajas en relación con los métodos convencionales 

utilizados en los laboratorios de Microbiología Clínica (Figura 3, artículo 7, capítulo III). 

Es simple, rápido, barato y, además, permite diferenciar aquellos aislados resistentes a 

piperacilina/tazobactam (tiempo de detección £10 min) de aquellos con capacidad de 

desarrollar ESRI (tiempo de detección >10 min - 120 min) (P<0,001) (Figura 2, artículo 

7, capítulo III). La posibilidad de tener un resultado en solo un par de horas, en 

comparación a las 24 h que se necesitan utilizando los métodos convencionales, suponen 

una gran ventaja. 

Como todo test diagnóstico, el test ESRI presenta algunas limitaciones. Se ha validado 

solo en aislados clínicos de E. coli que crecen a partir de botellas de hemocultivo, lo que 

podría limitar su aplicabilidad. Sin embargo, E. coli es el principal microorganismo 

gramnegativo aislado en muestras de sangre, líquido peritoneal y bilis (60), las cuales se 

procesan normalmente en botellas de hemocultivo en los laboratorios de Microbiología 

Clínica. 
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Como conclusión de la discusión de este capítulo, la resistencia a los BL/IBL inducida 

por piperacilina/tazobactam y dependiente de betalactamasas de tipo TEM parece seguir 

un camino unidireccional e irreversible, que ha dado lugar a un nuevo concepto de 

resistencia antimicrobiana llamado ESRI (Figura 4, artículo 5, capítulo III). Este nuevo 

concepto es muy importante para comprender los mecanismos implicados en la 

adquisición de resistencia a piperacilina/tazobactam, uno de los antibióticos más 

utilizados en todo el mundo en el tratamiento empírico de infecciones graves. Por otro 

lado, el desarrollo del test ESRI puede ser una herramienta muy potente para luchar contra 

la resistencia a los antibióticos. Este sistema puede suponer una contribución innovadora 

al diagnóstico microbiológico, permitiendo obtener información sobre el posible 

desarrollo de resistencias a los BL/IBL en menos de 24 h, lo que mejoraría el pronóstico 

clínico tanto en supervivencia como en ausencia de recurrencia por microorganismos 

resistentes, así como un impacto económico positivo en el sistema sanitario.



 

177 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

VII. CONCLUSIONES 
 



CONCLUSIONES 

178 
 

Capítulo I 

1. La bacteriemia por E. coli es mayormente de adquisición comunitaria, de foco 

urinario y se asocia con cáncer, mientras que la bacteriemia por K. pneumoniae es 

mayormente de adquisición nosocomial y de foco respiratorio o asociada a catéter, y 

se asocia con más control del foco. 

2. La presencia de bacteriemia y shock séptico son factores de riesgo para la mortalidad 

en los pacientes con infección intraabdominal por E. coli. 

3. Un mayor índice de Charlson, la presencia de dispositivos externos y el origen biliar 

de la infección intraabdominal son factores de riesgo para el desarrollo de bacteriemia 

en los pacientes con infección intraabdominal por E. coli. 

4. La infección biliar por E. coli parece depender de factores de virulencia relacionados 

con la adhesión y la supervivencia en medio ácido. 

 

Capítulo II 

5. La sobreexpresión de OmpA es un factor de riesgo asociado con la mortalidad en los 

pacientes con bacteriemia por E. coli. 

6. No existen diferencias en la expresión de OmpA entre los aislados de E. coli de 

pacientes con infección intraabdominal bacteriémica y no bacteriémica. 

7. Los aislados de E. coli que sobreexpresan OmpA presentan mayor carga bacteriena 

en sangre en el modelo murino de sepsis peritoneal. 

 

Capítulo III 

8. Existe un patrón de resistencia a los BL/IBL en E. coli que es gradual y unidireccional, 

desde ampicilina/sulbactam hasta piperacilina/tazobactam, pasando por 

amoxicilina/clavulánico, denominado “resistencia de espectro extendido a los 

BL/IBL” o “ESRI”. 

9. La evolución hacia una ESRI es un proceso ligado a un aumento en la expresión de 

betalactamasas, principalemente de tipo TEM, teniendo piperacilina/tazobactam un 

papel inductor en este proceso. 

10. La ESRI puede afectar no solo a los BL/IBL sino a otro tipo de BL como las 

cefalosporinas. 
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11. El tratamiento con piperacilina/tazobactam podría dar lugar a fracasos terapéuticos 

por la aparición de aislados de E. coli que hayan desarrollado una ESRI. 

12. E. coli ST131 productor de blaTEM presenta heteroresistencia a 

piperacilina/tazobactam. 

13. El test ESRI es un sistema de detección rápida tanto de resistencia a 

piperacilina/tazobactam como de posible desarrollo de ESRI en E. coli, el cual ha 

demostrado tener una elevada sensibilidad y especificidad así como valores 

predictivos positivo y negativo. 

14. El test ESRI podría ser muy útil en el diagnóstico microbiológico de las infecciones 

graves por E. coli, para incidir directamente en las decisiones terapéuticas y, por tanto, 

en el pronóstico clínico del paciente. 
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