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RESUMEN 

E. coli es el principal causante de infecciones del tracto urinario a nivel comunitario y 

hospitalario. La mayoría de estas infecciones están causadas por E. coli uropatógeno (UPEC), 

un patotipo específico dentro de la población de E. coli patogénico extraintestinal (ExPEC).  

Numerosos estudios alertan de un incremento de la incidencia de sepsis de origen urinario 

causadas por E. coli multirresistente. Este incremento se ha asociado a la expansión mundial 

de un clon de alto riesgo, el clon E. coli-B2-ST131. Este clon presenta un gran número de 

factores de virulencia (FV) y los análisis de su estructura poblacional han mostrado que su 

expansión se debe a un linaje dentro de ST131 caracterizado por la expresión del alelo 30 de 

fimH. Este linaje se ha asociado a resistencia a quinolonas y engloba al subclón H30Rx, 

asociado a expresión de betalactamasas de espectro extendido (BLEEs), principalmente CTX-

M-15. Los motivos del predominio del clon ST131 entre los aislados de E. coli UPEC no están 

bien esclarecidos y se postula que puede ser debido a ventajas adaptativas conferidas bien por 

su mayor número de FV que le permitirían colonizar o invadir con mayor eficacia o bien por ser 

resistente a múltiples familias de antibióticos.  

Esta tesis plantea la hipótesis de que tanto los FV como la resistencia a antibióticos están 

implicados en la diseminación del clon ST131. Para probar esta hipótesis, el objetivo principal 

de esta tesis fue describir la estructura poblacional y los determinantes de resistencia y 

virulencia de E. coli-ST131 en una población de aislados invasivos y no invasivos. 

En el primer apartado se estudió la población E. coli productora de BLEE en una colección 

de aislados invasivos procedentes de pacientes con urosepsis, recogidos durante el proyecto 

ITU-BRAS. La estructura poblacional se estudió mediante MLST y PFGE, asignando los grupos 

filogenéticos y los subclones dentro de ST131 mediante PCR. Este análisis reveló el predominio 

del subclón H30Rx-ST131. La caracterización de las BLEE por PCR y secuenciación mostró que 

este subclón era productor de CTX-M-15. La resistencia a antibióticos estudiada mediante 

difusión en disco indicó que este subclón se asociaba más a multirresistencia que los aislados 

no-ST131. El genotipo de virulencia se determinó mediante PCR y en base a éste se 

determinaron los índices de virulencia (IV, número de FV detectados), perfiles de virulencia y la 

clasificación en ExPEC y UPEC de los aislados. Se observó que en comparación con los aislados 

no-ST131, el clon ST131 mostraba un mayor IV y se asociaba a determinados FV agrupados en 
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una menor diversidad de perfiles y además se clasificaba en ExPEC y UPEC más 

frecuentemente. La definición de ExPEC y UPEC estaba también asociada a un mayor IV. 

Ante el predominio del clon ST131 observado, en el segundo apartado se amplió el estudio 

a la detección de todos los aislados E. coli-ST131 en aislados invasivos. Utilizando la misma 

estrategia que en el apartado anterior, se observó un predominio del subclón H30Rx frente a 

los subclones H30 no-Rx y no-H30. Este subclón se asoció a la resistencia a quinolonas, 

aminoglucósidos y combinaciones de betalactámicos con inhibidores de las betalactamasas. 

Por el contrario, destacó el bajo porcentaje de resistencias a betalactámicos y aminoglucósidos 

del subclón H30 no-Rx, relacionado filogenéticamente con el primero. Igualmente, el subclón 

H30Rx mostró mayor IV y mayor número de aislados ExPEC mientas que el H30 no-Rx presentó 

un IV incluso menor que el subclón no-H30. El análisis de los perfiles de virulencia mostró una 

vez más una menor diversidad de perfiles entre los aislados H30Rx. Además, las variantes de 

los FV kpsII y pap presentaron diferencias que sugerían una distribución específica por subclón. 

En el tercer apartado se seleccionaron aislados E. coli-ST131 (productores y no productores 

de BLEE) para su estudio en un modelo murino de sepsis. La virulencia experimental 

observada se evaluó con las variables índice de letalidad (IL) y rapidez de letalidad. Los 

resultados mostraron un IL muy variable entre los distintos aislados. Aunque las cepas 

clasificadas como ExPEC así como las productoras de BLEE se asociaron a mayor letalidad, lo 

que sugeriría que el subclón H30Rx era más virulento, no se observaron diferencias 

significativas entre subclones ni se asoció un mayor IL con mayor IV. Por tanto no se puede 

inferir una mayor letalidad de las cepas E. coli-ST131 en base a su mayor contenido en FV. 

En el cuarto apartado se estudiaron las mismas características que en el primer apartado 

en una serie de aislados E. coli-BLEE ST131 no invasivos procedentes de pacientes de 4 

hospitales europeos (proyecto R-GNOSIS). El clon ST131 mostró mayor porcentaje de 

resistencias a antibióticos y contenido de FV que una selección aleatoria de aislados E. coli-

BLEE no-ST131. Al igual que en los aislados invasivos, el subclón H30Rx se asoció a mayor 

contenido de mecanismos de resistencia y mayor IV que el subclón H30 no-Rx pero en este 

caso en este subclón se observó menor diversidad de perfiles, detectándose diferencias 

marcadas entre ambos subclones en cuanto a las variantes de kpsII y pap. Sin embargo, tanto 

la prevalencia del clon ST131 como la de sus subclones mostraron diferencias geográficas, que 

estuvieron también asociadas al tipo de BLEE más frecuentemente detectada en cada hospital. 

Así, en Madrid predominó el subclón H30Rx-CTX-M-15 mientras que en Ginebra fue el H30 no-

Rx-CTX-M-27. A diferencia de en los aislados invasivos, la enzima CTX-M-27 fue la segunda más 
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prevalente y representa la emergencia en Europa de esta enzima asociada al subclón H30 no-

Rx, con una incidencia importante en Suiza. 

En conclusión, el subclón H30x productor de CTX-M-15 y asociado a resistencia a múltiples 

familias de antibióticos es el principal causante de bacteriemias de origen urinario en España. 

Este subclón tiene un alto contenido en genes de virulencia agrupados en perfiles específicos, 

pero no demuestra una virulencia experimental significativamente mayor que aislados E. coli-

ST131 pertenecientes a otros subclones. Además, el subclón H30Rx predomina también entre 

los aislados no invasivos en nuestro país. Sin embargo, el subclón H30 no-Rx asociado a la 

producción de CTX-M-27 está emergiendo en Europa, principalmente en Ginebra.  
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ABSTRACT 

E. coli is the main agent of urinary tract infections in the community and hospital setting, 

mainly due to uropathogenic E. coli (UPEC), a specific pathotype found in the extraintestinal 

pathogenic E. coli (ExPEC) population. Several studies have alerted of a rise in the incidence of 

urinary sepsis due to multidrug-resistant E. coli. This increase has been associated with the 

worldwide expansion of a high-risk clone, the E. coli B2-ST131. This clone shows a high content 

in virulence factors (VFs) and population structure analyses have demonstrated that its 

expansion is due to a lineage characterized by the expression of the allele 30 of the fimH gene. 

This lineage has been associated to quinolones resistance and includes subclone H30Rx, 

associated with production of extended spectrum betalactamases (ESBL), mainly CTX-M-15. 

The reason for the predominance of clone ST131 among UPEC isolates is not clear and it is 

postulated that it may be due to adaptive advantages conferred either by its greater number 

of VF that would allow it to ďetteƌ ĐoloŶize oƌ iŶǀade the host oƌ ďǇ it’s ďeiŶg ƌesistaŶt to 

several families of antimicrobials.  

This thesis proposes the hypothesis that both the virulence factors and antimicrobial 

resistance are implicated in the dissemination of the ST131 clone. To prove this hypothesis, the 

main objective of this thesis was to describe the population structure and the virulence and 

resistance determinants of E. coli-ST131 in a population of invasive and non-invasive isolates. 

In the first chapter, the ESBL-E. coli population was studied in a collection of invasive 

isolates from patients suffering from urosepsis obtained during the ITU-BRAS project. 

Population structure was studied by MLST and PFGE, assigning phylogenetic groups and ST131 

subclones by PCR. This analysis revealed the predominance of the H30Rx-ST131 subclone, and 

the characterization of ESBLs by PCR and sequencing showed that this subclone was mainly a 

CTX-M-15 producer. Susceptibility testing was studied by the disk diffusion method and it 

indicated that subclone H30Rx was more frequently multidrug resistant that non-ST131 

isolates. The virulence genotype was determined by PCR and according to it the virulence 

score (VS, number of VF detected), virulence profiles and ExPEC and UPEC classification was 

performed. The results showed that compared with non-ST131 isolates, the ST131 clone 

showed higher VS, it was associated with certain VF grouped in a less varied set of profiles and 

it was also classified more often as ExPEC and UPEC. These definitions were also associated 

with higher VS.  
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In view of the ST131 clone predominance, in the second chapter the study was broadened 

to detect all E. coli-ST131 among invasive isolates. Using the same strategies as the previous 

chapter, the predominance of H30Rx subclone versus H30 non-Rx and non-H30 subclones was 

observed. The H30Rx was associated with resistance to quinolones, aminoglycosides and 

betalactamases inhibitor-penicillin combinations. Conversely, in the H30 non-Rx subclone the 

low percentage of resistant isolates to betalactams and aminoglycosides was predominant. 

Likewise, subclone H30Rx showed higher VS and higher number of isolates classified as ExPEC 

while subclone H30 non-Rx showed lower VS even than the non-H30 subclone. The analysis of 

virulence profiles revealed once again, lesser diversity of profiles among H30Rx isolates. 

Moreover, the variants of VF kpsII and pap presented differences that suggested a specific 

distribution according to subclone. 

In the third chapter, ST131-E. coli isolates (both ESBL producers and non-producers) were 

selected for their study in a sepsis murine model. The observed experimental virulence was 

evaluated with variables lethality score (LS) and swiftness of lethality. Results showed highly 

varying LS among the isolates. Although ESBL production and ExPEC classification were 

associated with high LS, which would suggest that the H30Rx subclone was more virulent, no 

significant differences were observed among subclones and neither was LS associated with VS. 

Therefore, higher lethality in E. coli-ST131 isolates cannot be inferred based on its higher VF 

content.  

In the fourth chapter, the same characteristics as in the first one were studied on a series 

of non-invasive ESBL-E. coli ST131 isolates of patients from 4 European hospitals. The ST131 

clone showed a greater percentage of resistance to antimicrobials and higher VFs content than 

a random selection of ESBL-E. coli non-ST131. As in the invasive isolates, the H30Rx subclone 

was associated with a higher content in resistance mechanisms and VS than the H30 non-Rx 

subclone, but in this case in the latter subclone less profile diversity was observed, and clear 

differences were observed among both subclones regarding variants of the kpsII and pap 

genes. However, both the ST131 clone prevalence and that of its subclones showed 

geographical differences that were also associated with the ESBL type more often detected in 

each hospital. Thus, H30Rx-CTX-M-15 isolates were more common in Madrid while in Geneva, 

the H30 non-Rx-CTX-M-27 were more often detected. Different from in the invasive isolates, 

the CTX-M-27 enzyme was the second most prevalent enzyme and this represents the 

emergence in Europe of this enzyme, associated with the H30 non-Rx subclones, with a 

relevant incidence in Switzerland. 
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In conclusion, the CTX-M-15 producer H30Rx subclone associated with multidrug resistance 

is the main cause of bacteraemia of urinary origin in Spain. This subclone showed a high 

content of virulence factors grouped in specific profiles, but it did not showed a significantly 

higher experimental virulence in comparison with other ST131 subclones. Moreover, the 

H30Rx subclone also predominated among non-invasive isolates in our country. However, the 

H30 non-Rx subclone associated with CTX-M-27 production is emerging in Europe, mainly in 

Geneva. 
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1. Escherichia coli  

Escherichia coli es un bacilo Gram-negativo de la familia Enterobacteriaceae, dominio 

Bacteria, filo Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, y orden Enterobacteriales. Recibe 

su nombre de Theodore Escherich, que describió este microorganismo por primera vez en 

1885 durante sus estudios de la microbiota fecal de neonatos (1) 

E. coli es anaerobio facultativo no esporulado, generalmente móvil mediante flagelos 

peritricos, fermentador de glucosa y numerosos azúcares, reductor de nitratos a nitritos, 

catalasa positivo, oxidasa negativo, positivo en la prueba del indol y negativo en la de la 

ureasa. Crece bien en la mayoría de medios generales y selectivos para Gram-negativos y 

fermenta la lactosa en agar de MacConkey, aunque un 10% de las cepas de esta especie 

pueden ser lactosa-negativas. 

Es una bacteria ubicua, cuyo principal nicho es el tracto gastrointestinal de mamíferos y 

pájaros, que son colonizados al poco de nacer. E. coli también se encuentra en el medio 

ambiente en el agua y la tierra, generalmente por contaminación a partir de materia fecal y de 

hecho su detección en aguas de uso humano se utiliza como marcador de contaminación fecal. 

En humanos es una de las bacterias comensales más frecuentemente encontradas en el tracto 

gastrointestinal (principalmente íleo distal y colon), con una densidad que oscila entre 106 y 

108  células por gramo de contenido intestinal. No obstante, la microbiota intestinal no es 

homogénea y puede variar entre individuos y dentro de un mismo individuo, ya que puede ser 

afectada por la dieta, estado del sistema inmune, comorbilidades o el contacto con 

antibióticos. 

Además de en el intestino E. coli puede encontrarse en otras localizaciones anatómicas, 

sobretodo en individuos con determinados factores de riesgo. Así, E. coli puede colonizar la 

orofaringe de pacientes ingresados en hospitales (2) o la vagina de mujeres postmenopáusicas 

o que usan como medio contraceptivo diafragmas y/o agentes espermicidas (3,4).  

La población de E. coli se divide en tres grupos o patotipos en función de su impacto en la 

salud pública: comensal o no patógena, intestinal y extraintestinal. Estudios comparativos de 

cepas no patógenas con aquellas pertenecientes a los patotipos patógenos han demostrado 

que las cepas patógenas poseen determinados factores, que recibieron el nombre de factores 

de virulencia, específicos de cada patotipo (5).  
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El primer tipo, E. coli comensal, es microbiota habitual del intestino y tiene incluso efectos 

beneficiosos sobre el hospedador ya que la ocupación de la superficie intestinal por estas 

cepas limita la colonización por otras especies o incluso por distintas cepas de E. coli, por lo 

que tienen un papel protector frente a patógenos cuya puerta de entrada es el intestino. Estas 

cepas comensales no causan infección salvo en casos de un inóculo alto (generalmente por 

alteración de la barrera intestinal, como una perforación intestinal) o defectos en el sistema 

inmune (6).  

El segundo tipo es el E. coli intestinal, causante de cuadros de diarrea de gravedad variable. 

Poseen unos factores de virulencia concretos que definen su patogénesis y permiten la 

clasificación de estas cepas en subpatotipos: ETEC (Enterotoxigenic E. coli), EHEC 

(Enterohemorrhagic E. coli), EPEC (Enteropathogenic E. coli), EIEC (Enteroinvasive E. coli), DAEC 

(Diffuse Adhering E. coli) y EAEC (Enteroaggregative E. coli) (7,8). 

Por último, E. coli patógeno extraintestinal (ExPEC, Extraintestinal pathogenic E. coli) puede 

estar colonizando el tracto gastrointestinal del ser humano pero se caracteriza por infectar 

también localizaciones normalmente estériles. Estas cepas son las principales causantes de las 

infecciones extraintestinales por E. coli, incluidas las infecciones del tracto urinario (ITUs) y las 

bacteriemias. Por ello, tienen un impacto considerable en salud pública (9) y son un campo 

muy extendido de investigación (6). 

Además, las cepas de E. coli se han clasificado en los grupos filogenéticos A, B1, B2, C, D y 

más recientemente, E, F y el clado críptico I (10,11). Estudios posteriores revelaron que las 

cepas de E. coli no se distribuían de manera aleatoria en estos grupos según su origen, sino 

que las cepas causantes de infección extraintestinal pertenecían generalmente a los filogrupos 

B2 o D y las comensales al A o B1. Además, estos estudios observaron la asociación de los 

filogƌupos ĐoŶsideƌados ͞ǀiƌuleŶtos͟ ;BϮ Ǉ DͿ ĐoŶ las Đepas Ƌue ĐoŶteŶíaŶ uŶ ŵaǇoƌ Ŷúŵeƌo 

de factores de virulencia (12–14).  

 E. coli extraintestinal (ExPEC) 1.1.

Una cepa de E. coli puede clasificarse como ExPEC en base a distintos criterios. El primero y 

más evidente es el origen de la muestra. Aislados procedentes de infecciones de localización 

extraintestinal serían entonces inmediatamente considerados ExPEC, mientras que cualquier 

aislado de colonización sería no-ExPEC. No obstante, como ya hemos dicho, es posible 

encontrar cepas colonizando el tracto intestinal que son clasificables como ExPEC (15) e 

igualmente, cepas no-ExPEC pueden causar infección extraintestinal en individuos 
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inmunodeprimidos. Por ello este criterio no es el más específico. El segundo criterio parece ser 

el más correcto, aunque poco práctico para su aplicación en grandes colecciones, laboratorios 

con alta carga de trabajo o en situaciones de brotes epidémicos dado que consiste en 

enfrentar los aislados estudiados a un modelo de infección experimental (16). Por último, el 

criterio más utilizado consiste en inferir su carácter patogénico extraintestinal en base a su 

contenido en genes de virulencia y su asignación un grupo filogenético considerado 

͞ǀiƌuleŶto͟, Đoŵo soŶ los filogƌupos BϮ o D. EŶ la ŵaǇoƌía de estudios soďƌe Đepas EǆPEC en la 

literatura utilizan un algoritmo basado en la presencia de determinados genes de virulencia 

como adhesinas (papA y papC, afa/dra y sfa/foc), sideróforos (iutA) y determinantes 

capsulares (kpsII) (17) para clasificar las cepas. 

Las cepas ExPEC poseen en gran número factores de virulencia que les permitan evadir la 

respuesta inmune, aumentar su supervivencia al suero o codificar para toxinas. Aunque se les 

ha denominado factores de virulencia (FV), dado que las cepas ExPEC portadoras de estos 

factores han sido encontradas como comensales sin causar aparente infección, se especula 

que estos factores favorecen la colonización y otorgan a las cepas ExPEC ventajas sobre otras 

cepas para colonizar y permanecer en el tracto gastrointestinal (18). Estos factores de 

virulencia, o de colonización, se encuentran codificados generalmente en plásmidos, 

bacteriófagos, o en zonas del cromosoma denominadas islas de patogenicidad (PAIs, 

pathogenicity islands) por contener agrupados varios de estos factores de virulencia (19,20).  

Como se he mencionado anteriormente, al igual que se ha observado la agrupación de las 

cepas ExPEC en los grupos filogenéticos B2 y D, también se ha descrito la asociación de 

determinados factores de virulencia con esos filogrupos (5). Agrupaciones específicas o perfiles 

de factores de virulencia comunes en cepas de un mismo linaje sugieren transmisión vertical 

aunque se ha observado una gran diversidad de perfiles incluso dentro de cepas relacionadas 

entre sí, consistente con transmisión horizontal (21). 

Entre las infecciones extraintestinales más comúnmente causadas por E. coli ExPEC se 

encuentran las bacteriemias, las infecciones urinarias, abdominales, respiratorias, del sistema 

nervioso central y de heridas quirúrgicas (21). En función del tipo de infección que causan con 

más frecuencia se han descrito varios subpatotipos dentro de E. coli ExPEC: E. coli uropatógeno 

(UPEC, uropathogenic E. coli), patógeno aviar (APEC, avian pathogenic E. coli) y las cepas 

causantes de meningitis y sepsis neonatal o NMEC (22).  
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Entre los posibles agentes causantes de bacteriemia E. coli es el microorganismo Gram-

negativo más frecuentemente implicado en este tipo de infecciones, tanto comunitarias como 

nosocomiales (23). Además, el número de bacteriemias por E. coli ha aumentado en la última 

década, existiendo un estudio reciente a nivel europeo que ha informado de un incremento 

anual del 9% en el número de casos desde el año 2002 al 2008 (24). Este incremento fue en su 

mayoría a expensas de cepas ExPEC multirresistentes, con altas tasas de resistencia a 

fluoroquinolonas, aminoglucósidos y betalactámicos. Este incremento de resistencia en cepas 

ExPEC es actualmente considerado un problema de salud pública (25).  

 E. coli uropatógeno 1.2.

Las cepas de E. coli UPEC constituyen un tipo específico de ExPEC caracterizados por un 

especial potencial patógeno sobre el aparato urinario. De la misma manera que describíamos 

los criterios para definir una cepa ExPEC, las cepas UPEC serían, según un criterio basado en su 

origen, aquellas aisladas de la orina de pacientes con ITU. Sin embargo, si este criterio tenía 

limitaciones en la definición de cepas ExPEC, esto es mucho más evidente en las UPEC. La 

definición de ITU complicada incluye cuadros de bacteriemia o sepsis de origen urinario, por lo 

que cepas aisladas de hemocultivos también podrían considerarse UPEC.  

Al igual que para las cepas ExPEC, se han definido un algoritmo basado en la detección 

molecular de ciertos genes de virulencia (vat, fyuA, yfcV y chuA) para considerar una cepa de E. 

coli como UPEC (26). No obstante, otros factores de virulencia además de los descritos en ese 

algoritmo están también asociados a cepas UPEC, como iutA, PAI o sat (8). En base al 

contenido en genes de virulencia, y aplicando el criterio anteriormente descrito, cepas 

procedentes del tracto gastrointestinal de individuos sanos se han clasificado también como 

UPEC (15). Estos hechos ha llevado a postular la teoría de que el tracto gastrointestinal actúa 

de reservorio de cepas productoras de ITU (18,25,27). Se especula que cepas fecales colonizan 

el área periuretral, y llegan a la uretra por proximidad. Una vez en el tracto urinario colonizan 

la vejiga y cepas con los factores de virulencia adecuados son capaces de ascender hasta el 

riñón e incluso causar bacteriemia (Figura 1). Esto podría justificar en parte la mayor 

frecuencia de ITUs en mujeres, especialmente en aquellas en edad reproductiva. 

Según el informe EPINE (Estudio de Prevalencia de Infecciones Nosocomiales en España) 

(EPINE 2016, http://hws.vhebron.net/epine/), la infección urinaria es la infección más 

frecuente tanto a nivel comunitario como nosocomial. E. coli uropatógeno es la primera causa 

de ITU adquirida en la comunidad, con un porcentaje estimado del 20% de mujeres mayores 
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de 18 años que sufrirán al menos una ITU en su vida (28). En España, la mayoría de las ITU se 

presentan como no complicadas, principalmente en mujeres jóvenes, estimándose una 

incidencia de 0.7 episodios por personas/año (29). 

Aunque clásicamente se considera a E. coli un patógeno comunitario (al contrario que 

Klebsiella spp.) y es de hecho el principal causante de infecciones comunitarias, es también el 

responsable del 16% de las infecciones nosocomiales en España según el informe EPINE 2016. 

 

2. Factores de virulencia 

Como hemos mencionado anteriormente, el estudio de los factores de virulencia de ExPEC 

es una de las herramientas fundamentales para su clasificación, así como para evaluar su 

potencial patógeno. 

Los factores de virulencia que se han descrito hasta la actualidad en las cepas ExPEC 

pueden clasificarse según su función en adhesinas, sideróforos, toxinas y protectinas. El 

antígeno capsular o AgK y el antígeno somático del lipopolisacárido (AgO) (Figura 2) utilizados 

Figura 1. Patogénesis de la ITU. 
 A partir de la flora fecal, E. coli uropatógeno asciende hasta la vejiga, donde se adhiere a la 
pared mediante fimbrias (tipo 1 y P). Las cepas portadoras de fimbrias P tiene mayor facilidad 
para ascender hasta el riñón, donde la producción de toxinas (hemolisinas y citosinas) pueden 
dañar el epitelio lo suficiente para que E. coli acceda al torrente sanguíneo y cause bacteriemia. 
(Modificado de (8) 
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clásicamente para el serotipado de E. coli, también contribuyen junto con estos factores a la 

patogenicidad de las cepas ExPEC. 

 

 

 Adhesinas 2.1.

Las adhesinas son moléculas de adhesión que permiten al microorganismo unirse a las 

superficies celulares a través de un receptor. Las adhesinas están situadas en los extremos de 

las fimbrias, que son apéndices filamentosos formados por subunidades proteicas ancladas a la 

membrana externa. Las cepas ExPEC y UPEC suelen codificar genes para varios tipos de 

fimbrias (30–32) que se describen brevemente a continuación. 

Las fimbrias tipo 1 (manosa-sensibles) son capaces de unirse a eritrocitos, células del 

epitelio vaginal, urinario, bucal e intestinal. La disminución de su adherencia a las células del 

uroepitelio en presencia de altas concentraciones de la proteína de Tamm-Horsfall (PTH) 

puede explicar el papel protector de esta proteína en las ITUs. Paradójicamente, bajas 

Figura 2. Representación de los elementos que intervienen en la patogénesis de 
E. coli: Sideróforos, toxinas, proteínas de la cápsula y elementos de movilidad y 
adhesión (fimbrias y flagelos).  
LPS: Lipopolisacárido.  
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concentraciones de PTH favorecen la adherencia de estas fimbrias (32). Las fimbrias de tipo 1 

están codificadas por un clúster de genes (Figura 3) que incluye los genes que codifican para la 

subunidad estructural (la adhesina FimH), proteínas accesorias involucradas en el transporte, 

ensamblaje y anclaje de las subunidades, y proteínas reguladoras (33).  

Los aislados clínicos contienen generalmente una única copia de este clúster de genes y en 

este tipo de aislados la expresión puede estar regulada por factores ambientales. Las fimbrias 

tipo 1 se han descrito tanto en cepas de E. coli uropatógenas como no uropatógenas, pero se 

ha visto que en la infección urinaria, las fimbrias tipo 1 contribuyen a colonizar la vejiga al 

adherirse a su superficie, aunque tienen un papel menor en la colonización e invasión del 

tracto urinario superior (30). 

 

Las fimbrias tipo P están codificadas por un clúster de genes (Figura 4) denominados pap 

(pyelonephritis associated pili) y son características de las cepas UPEC (30,32). El clúster 

incluye el gen papA, que codifica para la subunidad estructural mayor, el gen papC, encargado 

del transporte de las subunidades al exterior de la célula y el ensamblaje de la fimbria, el gen 

papE, que une el complejo de adhesión papF-G a la fimbria, los genes papF y papG que 

codifican para el mínimo complejo de adhesión necesario, siendo papG la adhesina 

propiamente dicha, y el gen papH que interviene en el ensamblaje de las subunidades y su 

anclaje a la fimbria. Se conocen distintas variantes de la adhesina PapG caracterizadas en base 

a su capacidad de unión al receptor (clase I-IV). Las cepas portadoras de pap pueden tener 

múltiples copias de este clúster (32).  

Figura 3.Estructura del clúster de genes que codifican para las fimbrias tipo 1  
Modificado de (33). El gen fimH situado en el extremo codifica para la adhesina de unión a 
manosa. fimA codifica para la subunidad mayor que forma la fimbria, en cuyo extremo están las 
subunidades codificadas por fimF y fimG, que anclan la adhesina a la fimbria. 
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En ensayos con ratones, las fimbrias P causan inflamación local y son un determinante 

principal en la colonización e invasión del tracto urinario superior. De hecho causan 

enfermedad diseminada en ratones cuando las cepas portadoras de estas fimbrias son 

administradas por vía endovenosa (32). Por ello son una de las dianas estudiadas para una 

posible vacuna que proteja frente a ITUs.  

 

Las adhesinas no fimbriadas reciben su nombre debido a su estructura, diferente de las 

fimbrias tipo 1 o P en que aparecen como una fina red o cobertura filamentosa en la superficie 

celular, difícil de apreciar incluso con microscopía electrónica (32). Estas adhesinas aglutinan 

eritrocitos humanos en presencia de D-manosa y están codificadas por una unidad de 

transcripción que contiene los genes afaA, afaE, afaD, afaB y afaC. Se han descrito 4 operones 

distintos (afa1-4), cada uno codificando para distintas adhesinas Afa I-IV. Afa I y Afa-III 

pertenecen a la familia de las hemaglutininas, que incluyen las adhesinas de la familia Dr. 

Mientras la región que contiene los genes afaD, afaB y afaC está muy conservada, existe una 

alta heterogeneidad en el gen afaE. Este gen codifica para el polipéptido de la adhesina Afa, 

mientras que el resto de genes codifica para proteínas de soporte implicadas en la expresión 

de afa. Esta adhesina se localiza en la superficie de la bacteria o en el sobrenadante de medios 

de cultivos sobrecrecidos en forma de agregado macromolecular (34). 

Las adhesinas de la familia Dr reciben su nombre del receptor al que se unen, el antígeno 

del grupo sanguíneo Dr. Estas adhesinas se unen preferencialmente a la membrana basal de 

las células renales humanas, a la cápsula de Bowman y en menos grado a las células del 

epitelio vesical. El operón que codifica para estas adhesina se llamó dra y está formado por los 

Figura 4. Estructura del clúster de genes que codifican para las fimbrias tipo P.  
Modificado de (33) 
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genes draA, draC, draD y draE. El gen draE codifica para la subunidad estructural y para la 

estructura de adhesión al receptor DAF (decay accelerating factor). Estudios en modelos 

animales con mutantes para este operón mostraron persistencia de E. coli dra+ en tejido renal 

mientras que E. coli dra- era eliminado progresivamente (30). No obstante, estas fimbrias se 

encuentran con menor frecuencia que otras familias de fimbrias en las cepas UPEC (34) 

aunque en otros estudios se han asociado, sin embargo, a cistitis (32). 

Las adhesinas tipo S (fimbrias reconocedoras de galactósidos que contienen ácido siálico) 

son estructuralmente muy parecidas a las fimbrias tipo 1 o P, y están asociadas a cepas 

productoras de meningitis y sepsis (34,35). Están codificadas por un clúster de genes que 

contiene el gen sfaS, sfaA, sfaG y sfaH. El gen sfaA codifica para la subunidad proteica mayor, 

mientras que el resto de genes forman el complejo sfa, con sfaS codificando para la subunidad 

menor del complejo que actúa como la adhesina de unión al ácido siálico. Diversos estudios 

has informado de la prevalencia de estas adhesinas en cepas ExPEC, con porcentajes de hasta 

el 100% en cepas ExPEC en general y 50% en cepas UPEC (22,36). 

Las adhesinas de la familia F1C (fimbrias del serotipo 1C) no confieren a las cepas 

portadoras la capacidad de hemaglutinar eritrocitos humanos, pero sin embargo sí permiten la 

adhesión al epitelio bucal, y colaboran en la adhesión a los túbulos colectores renales y al 

epitelio del túbulo distal. La síntesis de estas fimbrias está mediada por el clúster de genes foc: 

focA, focC, focG, focH y focI. El gen focA codifica para la subunidad estructural mayor, similar al 

producto codificado por focI. El gen focC es indispensable para la formación de la fimbria y el 

resto de genes codifican para subunidades menores. Este operón muestra una alta homología 

genética con el operón sfa, pero difieren en su especificidad de receptor.  

Otras adhesinas estudiadas son: iha, bmaE y la fimbria yfcV. El gen iha codifica para una 

adhesina no hemaglutinina regulada por hierro y asociada a cepas UPEC. Fue descrita asociada 

a una isla de patogenicidad que contenía otros genes de virulencia y su introducción en E. coli 

no adherente confiere la capacidad de adherencia a células HeLa (37,38). El gen bmaE codifica 

para las fimbrias específicas del antígeno del grupo sanguíneo M y son poco frecuentes en 

cepas UPEC (32). El gen yfcV codifica para una fimbria poco estudiada, estructuralmente 

similar a la familia de fimbrias que incluye las fimbrias tipo 1 y P, y que se ha asociado a cepas 

UPEC (26,31). 
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 Sideróforos 2.2.

El hierro es esencial para la supervivencia de los microorganismos, pero suele estar 

secuestrado por el hospedador mediante moléculas como la transferrina, o incorporado en los 

grupos hemo. Los sideróforos son parte de los mecanismos que emplea la bacteria para 

asegurarse un suministro estable de hierro. Son moléculas quelantes con alta afinidad por 

hierro férrico, con baja masa molecular, que las bacterias liberan al ambiente para captar el 

hierro libre o el unido a proteínas. Los complejos hierro-sideróforo son reconocidos por 

receptores de la membrana externa de la bacteria e internalizados mediante distintos 

sistemas. Las cepas UPEC pueden ser capaces de producir hasta cuatro tipos de sideróforos 

distintos: enterobactina, salmoquelina, aerobactina y yersiniobactina (Figura 5). Los dos 

primeros sideróforos pertenecen a la familia de los catecolates, la aerobactina a la de los 

hidroxamatos y la yersiniobactina a una familia de sideróforos con anillo heterocíclico. Cada 

sideróforo tiene unas características específicas que confieren a las cepas ExPEC una gran 

capacidad de adaptación. 

La aerobactina está codificada por un operón formado por 5 genes, cuatro involucrados en 

la síntesis (genes iuc) y un quinto que codifica para el receptor de membrana externa (iut). Este 

operón puede estar localizado en un plásmido o en el cromosoma, siendo más frecuente esta 

última localización en aislados clínicos (32). Además, este sistema suele acompañar al operón 

pap en cepas procedentes de ITU y urosepsis, aunque en este último caso solo si la localización 

es cromosómica (12), lo que sugiere que la localización en el genoma de la bacteria afecta a los 

FV asociados a la aerobactina. Cuando la aerobactina es codificada por un plásmido, suele 

acompañarse de genes de resistencia a antibióticos. Estudios clínicos han observado una 

mayor prevalencia de cepas con aerobactina en pacientes con pielonefritis (73%), cistitis (49%) 

o bacteriemia (58%) que en bacteriuria asintomática (38%) o cepas fecales (41%). No obstante, 

comparando cepas del medio ambiente con cepas fecales, se observa una mayor producción 

de aerobactina en estas últimas, lo que sugiere que la aerobactina facilita la colonización del 

tracto gastrointestinal (32). 

La enterobactina y su derivado glicosilado la salmoquelina son sideróforos hidroxamatos. 

La salmoquelina permite evadir la lipocalina-2 (Figura 5), una molécula producida por los 

neutrófilos que se une a la enterobactina e impide la quelación de hierro por parte de la 

bacteria. Prácticamente todas las cepas E. coli producen enterobactina, y no se han 

encontrado diferencias entre cepas procedentes del tracto urinario y las de origen fecal pero 

las salmoquelina es más frecuente en cepas UPEC (30,39). Estos sideróforos son internalizados 
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por el receptor codificado por iroN que puede estar ubicado en el cromosoma o en plásmidos, 

junto al resto de genes implicados en la producción de salmoquelina (iroB, iroC, iroD y iroE). 

La yersiniobactina es un sideróforo cuyo transporte al interior de la bacteria está mediado 

por el receptor fyuA. Su nombre deriva de haber sido identificada en una isla de patogenicidad 

procedente de Yersinia spp. (40). Su producción también es mayor en cepas UPEC comparada 

con cepas fecales, y se ha observado con frecuencia la coproducción de salmoquelina y 

yersiniobactina. 

 

 

Figura 5. Captación de hierro por enterobacterias.  
Durante la infección, las citotoxinas y hemolisinas liberan el hierro de las células ligado a ferritina y 
haptoglobina. Los sideróforos puede captar el hierro de la transferrina, lactoferrina y la ferritina y los 
complejos sideróforos-hierro son captados por los receptores de la superficie bacteriana. Fn: 
Ferritina. TF: Transferrina. LTF: Lactoferrina. LIPc: lipocalina-2. ME: Membrana externa, PP: 
periplasma, MI: Membrana interna. [Modificado de (39)]. 
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 Toxinas 2.3.

La producción de toxinas es frecuente en las cepas ExPEC. Entre ellas están el 

autotransportador secretado Sat y el autotransportador vacuolizante Vat. 

Sat pertenece a la familia de las toxinas autotransportadores serin-proteasas de las 

Enterobacterias (SPATE, serin-protease autotransporter toxins in Enterobacteriaceae). Parece 

ser expresada con mayor frecuencia por cepas productoras de pielonefritis que por cepas 

fecales y produce vacuolización en las células del túbulo renal proximal pero no parece 

contribuir a una mejor adaptación de las cepas portadores en un modelo animal de ITU 

ascendente (30). El gen codificante sat suele encontrarse en islas de patogenicidad integradas 

en el cromosoma bacteriano (41).  

La toxina codificada por vat es más parecida a la toxina Tsh, que no depende de serina. El 

gen vat se ha encontrado con frecuencia en E. coli de origen aviar. 

 Antígeno capsular 2.4.

La cápsula de E. coli es una estructura formada por polisacáridos repetidos de alto peso 

molecular firmemente unidos a la célula bacteriana y que envuelven su superficie. Tienen 

funciones protectoras frente a la desecación, la opsonización, la fagocitosis y frente a la acción 

bactericida del complemento. Junto con el antígeno O, el antígeno capsular o antígeno K (AgK) 

es el único polisacárido de superficie específico de serotipo. 

Los 80 serotipos capsulares de E. coli se clasificaron originalmente en base a sus 

propiedades serológicas (42), pero la incorporación de criterios bioquímicos y genéticos 

reorganizó estas estructuras en cuatro grupos (Grupo 1-4), con características comunes en 

cuanto a ensamblaje entre los grupos 1 y 4, y 2 y 3 respectivamente. Los determinantes 

capsulares del grupo 2 y 3 se encuentran en las cepas extraintestinales (particularmente el 

grupo 2) y en cuanto a ensamblaje y estructura se parecen a los determinantes capsulares de 

Neisseria meningitidis y Haemophilus influenzae, mientras que los del grupo 1 y 4 son más 

frecuentes en las cepas intestinales y se parecen a la cápsula de Klebsiella pneumoniae (32,43).  

La biosíntesis de la cápsula de los grupos 2 y 3 está mediada por los genes del loci kps, con 

diferencias entre ambos grupos en cuanto a organización genética y factores de regulación que 

proporcionan la capacidad de termorregulación característica de las cápsulas del grupo2.  
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El loci cromosómico de kps tiene una estructura conservada formada por 3 regiones (Figura 

6). La región central o región 2 es serotipo-específica y se encarga de la codificación de las 

glicosiltransferasas y las sintetasas implicadas en la síntesis de la cápsula. Mutaciones en esta 

región impiden la síntesis capsular, lo que sugiere que codifica enzimas que sintetizan los 

distintos antígenos del grupo 2 (por ejemplo K1, K2, K4, K5, K6, K12, K13, K14, K20, K51, K92 y 

K100) (32,42,43). Las regiones laterales 1 y 3 están conservadas en los distintos serotipos, son 

independientes de la región 2 y se encargan del ensamblaje de la cápsula en la superficie 

celular y del transporte, respectivamente. Se cree que el transportador encargado de la 

exportación del polímero de la cápsula a la superficie celular consiste en dos subunidades de 

KpsM (dominio transmembrana) y KpsT (dominio de unión a nucleótidos), codificadas en la 

región 3. 

 

Numerosos estudios han analizado el papel de los antígenos capsulares en las infecciones 

urinarias como factores de virulencia, mostrando evidencias de su importancia en la 

patogénesis de estas infecciones. Un estudio con mutantes deficientes en K2 mostró que estas 

cepas presentaban una clara desventaja en supervivencia en vejiga y riñón de un modelo 

murino de ITU. Otro estudio mostró que K5 parecía proteger de la acción de los neutrófilos, 

mientras que K1 y K4 utilizaban su similitud con proteínas de los hospedadores vertebrados 

para evadir el sistema inmune (30,32).  

Figura 6. Organización de los genes necesarios para la expresión de 
la cápsula del grupo 2. Modificado de (43) 
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Datos derivados de estudios epidemiológicos refirieron que determinados serotipos como 

K5 son más frecuentes en cepas de pacientes con infecciones urinarias, especialmente de 

pielonefritis, que en cepas de origen fecal. K1 es el antígeno más frecuentemente encontrado 

tanto en cepas fecales como urinarias (32) aunque también es frecuente en cepas productoras 

de meningitis, junto a otros factores de virulencia como las fimbrias tipo S y el sideróforo iutA 

(44). 

 Colicinas 2.5.

Las colicinas y microcinas son moléculas antimicrobianas de espectro reducido del grupo de 

las bacteriocinas producidas por las propias bacterias para defenderse de otros 

microorganismos (45). La colicina o microcina V suele estar codificada en plásmidos tipo ColV. 

Estos plásmidos pertenecen al grupo de incompatibilidad IncF1 y su presencia se ha asociado a 

una mayor virulencia de las cepas portadoras. Se postula que esto se debe a que confieren una 

mayor resistencia al suero y a la fagocitosis, así como una mayor adherencia (32,46,47).  

Estos plásmidos llevan con mayor frecuencia genes de virulencia en cepas ExPEC (48). El 

gen codificante de la colicina V (cvaC) se ha encontrado más frecuentemente en cepas 

causantes de pielonefritis que en infecciones del tracto urinario bajo (32,46) sugiriendo un 

papel importante de los genes localizados en ese plásmido en la patogenicidad de las cepas 

UPEC.  

La resistencia al suero de las cepas portadoras de plásmidos ColV está asociada a la 

codificación de dos proteínas de membrana codificadas por los genes iss y traT (32,47). El gen 

iss (increased serum survival) codifica para una lipoproteína de membrana externa que se ha 

asociado a protección frente a la acción del complemento, a la supervivencia en suero e 

incrementa la virulencia de las cepas en modelos animales (32,47,49). 

El gen traT, asociado a los plásmidos ColV pero también detectado en plásmidos de otros 

grupos de incompatibilidad distintos a IncF, codifica para una proteína externa de membrana 

de las bacterias implicada en fenómenos de exclusión de superficie (32,49). Esta proteína 

protege frente a la fagocitosis y también se ha implicado en una mayor supervivencia en suero 

(47). 

 OmpT 2.6.

El gen ompT codifica para una aspartil-proteasa, una proteína de membrana externa 

considerada un factor de virulencia de las cepas UPEC. Experimentos en modelos knockout han 
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postulado que este gen está implicado en la adherencia e invasión de células del uroepitelio 

(especialmente el vesical) así como en la formación de comunidades bacterianas intracelulares 

y la producción de citoquinas (50–52). Estudios epidemiológicos han asociado funcionalmente 

esta proteína con otros factores de virulencia de UPEC como el determinante capsular o las 

fimbrias tipo S aunque no están asociados genéticamente (50). 

 Marcadores de islas de patogenicidad 2.7.

Las islas de patogenicidad (pathogenity islands, PAIs) son regiones del cromosoma 

bacteriano donde se agrupan genes implicados en la virulencia. Su contenido en guanina + 

citosina es marcadamente diferente del genoma core de la bacteria. Estas regiones son 

consideradas un subtipo de regiones genómicas adquiridas por transmisión horizontal 

mediante transducción, conjugación o transformación. Muchas veces están situadas cerca de 

genes de ARNt que se han identificado como puntos frecuentes de movilización de PAIs (7). 

Se han descrito en un amplio espectro de especies bacterianas tanto Gram-positivas como 

Gram-negativas (8,19). El término PAI fue acuñado por Kaper et al. para describir dos regiones 

genómicas del cromosoma de cepas UPEC (53). Determinadas PAIs son específicas de una clase 

de cepa UPEC, mientras que otras son más promiscuas. La detección de algunos de los genes 

situados en estas regiones se ha utilizado como marcador subrogado de la presencia de islas 

de patogenicidad. 

Usp (uropathogenic-specific protein): esta proteína de 356 aminoácidos fue descubierta en 

una isla de patogenicidad de cepas uropatógenas (54). La expresión del gen usp parecía 

aumentar la infectividad de las cepas en un modelo murino de ITU ascendente. Estudio 

posteriores revelaron que Usp podía actuar como una bacteriocina (54,55). 

PAI (malX) es un marcador de islas de patogenicidad. El gen malX codifica para un sistema 

de enzimas fosfotransferasas que reconocen maltosa y glucosa y que son más frecuentes en 

cepas ExPEC (56). 

3. Resistencias a antibióticos en E. coli uropatógeno 

Debido a su gran plasticidad genética Escherichia coli es capaz de adquirir con gran facilidad 

resistencia a los antibióticos. Por ello, E. coli es uno de los microorganismos indicadores del 

incremento de resistencia a antibióticos en el estudio EARS-NET (The European Antimicrobial 

Resistence Surveillance Network, http://ecdc.europa.ei/en/ healthtopics/ antimicrobial-

resistance-and-consumption /antimicrobial_resistance/ EARS-Net/Pages/EARS-Net.aspx) una 
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red europea de vigilancia de resistencia a antibióticos en aislados invasivos. Gracias a estos 

estudios, se ha observado en los últimos años un aumento de bacteriemias por E. coli a 

expensas de cepas resistentes (24). Se sabe también que el foco urinario es el principal 

responsable de este tipo de infecciones (57,58). El incremento en resistencias a los antibióticos 

utilizados comúnmente para la ITU dificulta su tratamiento (59), con el aumento de 

morbimortalidad y costes médicos que ello conlleva, sobre todo en los casos de urosepsis 

(60,61). 

La expansión de cepas invasivas multirresistentes, sobretodo las productoras de 

betalactamasas de espectro extendido (BLEE), son un problema importante a nivel mundial. 

Hoy en día el tratamiento de la sepsis se ha complicado aún más con la aparición de cepas 

productoras de carbapenemasas, que hidrolizan a los betalactámicos carbapenémicos, una de 

las últimas línea de defensa antibiótica de la que disponemos para este tipo de infecciones 

(62,63). Entre las familias de antibióticos frente a las cuales han aumentado los porcentajes de 

resistencia están las quinolonas, los betalactámicos incluyendo los carbapenémicos, los 

aminoglucósidos, la colistina y la fosfomicina. 

 Resistencia a quinolonas: ácido nalidíxico y ciprofloxacino 3.1.

La resistencia a las quinolonas está mediada principalmente por mutaciones puntuales en 

los genes codificantes de las dianas de las quinolonas, la topoisomerasa II o ADN girasa y la 

topoisomerasa IV. Ambas enzimas son heterotetrámeros formados por dos subunidades (A y 

B) codificadas, respectivamente, por los genes gyrA y gyrB para la girasa y parC y parE para la 

topoisomerasa IV. Son necesarias varias mutaciones en estos genes para que aparezca 

resistencia de alto nivel a las fluoroquinolonas. Sin embargo, el aumento de la concentración 

mínima inhibitoria (CMI) para el ácido nalidíxico es un indicativo de que ya existe al menos 

resistencia de bajo nivel a las fluoroquinolonas, y la exposición a estos antibióticos podría 

llevar a resistencia de alto nivel a fluoroquinolonas. Otros mecanismos de resistencia a esta 

familia de antibióticos han sido descubiertos recientemente y están mediados por plásmidos 

(PMQR, plasmid-mediated quinolone resistance) (64). Estos incluyen el gen qnr, que protege a 

la girasa y la topoisomerasa de la acción de las quinolonas, una variante del gen de la enzima 

inactivante de aminoglucósidos aac-;6’Ϳ-lb-cr y los genes oqxAB y qepA que codifican bombas 

de expulsión activa.  

La resistencia a fluoroquinolonas en E. coli UPEC han aumentado de manera significativa. La 

OMS emitió un informe en 2014 ;͞AŶtiŵiĐƌoďial ƌesistaŶĐe: gloďal ƌepoƌt oŶ suƌveillaŶĐe 



INTRODUCCIÓN 

 

49 
 

ϮϬϭ4͟(65)) en el que alertaba de tasas de más del 50% de aislados resistentes en muchos 

países, complicando el tratamiento de las ITUs. El estudio ARESC (Antimicrobial Resistance 

Epidemiological Survey on Cistitis) analiza las resistencias a antibióticos de cepas uropatógenas 

procedente de ITUs no complicadas comunitarias. Este estudio informó de que España es uno 

de los países con mayor tasa de resistencia (mayor del 10%) a ciprofloxacino en E. coli (66). En 

ITUs de origen nosocomial o de repetición las tasas de resistencia pueden ser mayores, 

llegando al 30% (67). 

 Resistencia a betalactámicos 3.2.

Los betalactámicos son una amplia familia de antibióticos bactericidas y uno de los grupos 

más numerosos y de mayor utilización en clínica. Incluyen las penicilinas, cefalosporinas, 

monobactámicos, carbapenémicos y la combinación de penicilinas con inhibidores de las 

betalactamasas (amoxicilina-clavulánico y piperacilina-tazobactam, por ejemplo). La resistencia 

a estos antibióticos está mediada principalmente por betalactamasas, enzimas que hidrolizan e 

inactivan el anillo betalactámico responsable de la acción del antibiótico, y que pueden estar 

localizadas en plásmidos o en el cromosoma bacteriano. El nivel de resistencia que confieren 

depende de su nivel de expresión y está modulada por factores de permeabilidad. 

Hoy en día, las resistencias de E. coli invasivo a los antibióticos de uso habitual en la sepsis 

como son las cefalosporinas de tercera generación (cefotaxima, ceftazidima y ceftriaxona) han 

alcanzado tasas de más del 30% en algunos países europeos como Bulgaria, Italia o la 

República Checa, según datos del ECDC (Figura 7). Según estos mismos datos, en España la 

prevalencia de aislados E. coli no-sensibles a cefalosporinas de tercera generación se sitúa en 

el 12%. 

Figura 7.Porcentaje de aislados E. coli invasivos resistentes a cefalosporinas de 
tercera generación según los registros del ECDC  
(European Center for prevention and Disease Control). 
http://atlas.ecdc.europa.eu/public/index.aspx?Instance=GeneralAtlas 
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Esta resistencia se debe principalmente a la producción de BLEE, que son aquellas enzimas 

capaces de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas (incluyendo las de amplio espectro) y 

monobactames, pero no cefamicinas ni carbapenémicos. Estas enzimas se inhiben con 

compuestos como el ácido clavulánico o el sulfactam. Giske et al. propusieron una clasificación 

de estas enzimas en tres grupos (68): BLEEA, que incluye a las betalactamasas de clase 2b 

según el esquema de Bush, Jacoby y Medeiros (69) y que son las más frecuentes (TEM, SHV y 

CTX-M), BLEEM y BLEECARBA que incluyen las AmpC plasmídicas y BLEE tipo OXA, y las 

carbapenemasas tipo metalo y serin-betalactamasas respectivamente. 

Actualmente las enzimas tipo CTX-M son las más prevalentes a nivel mundial tanto en el 

ambiente comunitario como en el nosocomial (70). Estas enzimas tiene mayor actividad 

hidrolítica sobre la cefotaxima que sobre la ceftazidima (de ahí su nombre) y se dividen en 

varios grupos según su secuencia aminoacídica (71) con más de 180 variantes descritas de CTX-

M (Tabla 1). 

La expansión mundial observada en este grupo de enzimas desde principios del siglo XXI se 

debe tanto a su localización en elementos genéticos móviles ampliamente distribuidos como 

su introducción en clones con alto éxito de diseminación, como el clon de E. coli UPEC ST131. 

Además, CTX-M suele ir acompañada en el plásmido de otros elementos de resistencia 

(generalmente a tetraciclinas, sulfamidas, trimetoprim y aminoglucósidos) y es frecuente que 

las cepas productoras de CTX-M lo sean también a quinolonas. Estas enzimas pueden también 

acompañarse de otros tipos de enzimas como OXA-1 o cefalosporinasas plasmídicas (pAmpC) 

(70). 

Tabla 1. Grupos de CTX-M y tipos más frecuentes. 

Grupo de CTX-M Tipo de CTX-M 

CTX-M-1 CTX-M-1/3/10/12/15/22/23/32/55 

CTX-M-2 CTX-M-2/4/5/6/7/20/76/77 

CTX-M-8 CTX-M-8/40/63 

CTX-M-9 CTX-M-9/14/16/17/18/19/ 

CTX-M-25 CTX-M-25/26/39/41/91 

CTX-M-74 CTX-M-74 

CTX-M-75 CTX-M-75 
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La enzima más prevalente en las cepas E. coli-BLEE es CTX-M-15 (71). Este predominio se ha 

asociado a la expansión del clon de E. coli UPEC ST131, detectado hoy en día en todo el mundo 

(Figura 8) (72–74). 

 Resistencia a amoxicilina-clavulánico 3.2.1.

Amoxicilina-clavulánico es uno de los antibióticos más consumidos en muchos países 

(75,76) y su consumo va en aumento, en particular en el sur de Europa (77). Debido a que el 

90% de las cepas de E. coli uropatógeno son resistentes a amoxicilina, el uso de la combinación 

con clavulánico es muy común en la infección urinaria no complicada, sumado a la buena 

biodisponibilidad de este antibiótico por vía oral. El incremento del consumo de este 

antibiótico se ha visto ligado a un aumento de resistencias (78). La resistencia a amoxicilina-

clavulánico puede deberse a distintos mecanismos, entre ellos la producción de 

betalactamasas tipo IRT (inhibitor resistant TEM), betalactamasas plasmídicas tipo OXA-1 o 

AmpC o la hiperproduccción de betalactamasas plasmídicas de clase A (como la TEM-1) o 

cromosómicas como la AmpC (79,80). 

El porcentaje de cepas resistentes a amoxicilina-clavulánico en cepas procedentes de ITU 

no complicada fue del 18% según el estudio ARESC (66). No obstante, en un estudio español 

sobre la prevalencia de aislados resistentes a amoxicilina-clavulánico en cepas de E. coli 

causantes de bacteriemia se observó un incremento de en torno al 6% desde el año 2003 al 

Figura 8. Diseminación del clon E. coli-ST131. Los asteriscos rojos indican descripción del clon 
ST131 entre aislados BLEE, los azules entre aislados resistentes a quinolonas. Tomado de (25). 
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2006, tanto en cepas comunitarias como en nosocomiales. Esta resistencia estaba 

significativamente asociada a resistencia a otras familias de antibióticos como las 

fluoroquinolonas, aminoglucósidos y otros betalactámicos (81). Estudios temporales más 

recientes en España mostraron una tasa de resistencia del 26% en cepas procedentes de 

hemocultivos en el año 2010 (82). El incremento de UPEC productores de CTX-M-15 a raíz de la 

expansión del clon de E. coli-ST131 puede haber influido en el aumento de cepas resistentes a 

amoxicilina-clavulánico, ya que las cepas E. coli-ST131-CTX-M-15 suelen llevar asociada la 

enzima OXA-1 (25).  

 Resistencia a carbapenémicos 3.2.1.

Son los betalactámicos de mayor actividad frente a Gram-negativos, y una de las últimas 

alternativas terapéuticas para tratar infecciones graves por estos microorganismos. Los 

mecanismos de resistencia más frecuentes se deben a la producción de carbapenemasas, 

enzimas plasmídicas de la familia de las betalactamasas tipos A, C y D de Ambler (83) capaces 

de hidrolizar todos los betalactámicos, incluidos los carbapenémicos. Estas carbapenemasas 

están empezando a diseminarse (84), como hicieron en su día las BLEEs (Figura 9). 

Las carbapenemas de clase A incluyen los tipos IMI y KPC, además de otros mucho menos 

frecuentes. Se inhiben mediante ácido borónico y su expresión está mediada por plásmidos 

(85,86). KPC es una de las carbapenemasas más prevalentes en Estados Unidos, Israel y 

América Latina y es endémica en Grecia e Italia (85). Las carbapenemasas de clase C o 

Figura 9. Epidemiología de enterobacterias productoras de 
carbapenemasas en Europa. Modificado de (84) 
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metalobetalactamasas (MBL) necesitan zinc para actuar por lo que son inhibidas por quelantes 

de metales como el EDTA. Además se caracterizan por su baja actividad frente al aztreonam 

(87). Las MBL más prevalentes son del tipo VIM, IMP y NDM y son más frecuentes en Asia, 

donde principalmente predomina NDM (India y Pakistán), aunque en otros países como 

España o Méjico predomina el tipo VIM (87–89). Las carbapenemasas tipo D u oxacilinasas se 

inhiben in vitro por cloruro sódico y tienen una actividad hidrolítica frente a carbapenémicos 

muy variable, lo que dificulta su detección. Estas enzimas aparecieron primero en Turquía y se 

han diseminado a Oriente Medio y otras regiones de Asia, América Latina, Estados Unidos y 

Europa. Recientemente se ha observado un incremento mundial de las enzimas tipo OXA-48 

(86,90,91).  

Un estudio multicéntrico prospectivo detectó un 8.4% de aislados E. coli productores de 

carbapenemasas en España (91). Las carbapenemasas se diseminan principalmente mediante 

elementos genéticos móviles, pero otra causa de su diseminación es la adquisición de estos 

eleŵeŶtos poƌtadoƌes de estos geŶes poƌ paƌte de ͞ĐloŶes de alto ƌiesgo͟, téƌŵiŶo Ƌue 

designa poblaciones que acumulan determinantes de resistencia, tienen mayor capacidad de 

diseminación y suelen poseer factores de virulencia que facilitan la colonización y persistencia 

de los aislados, además de compensar el coste biológico de la adquisición de resistencias (65). 

Un ejemplo de clon de alto riesgo es el clon de UPEC ST131, portador de CTX-M-15. El estudio 

antes citado y otros han descrito al clon ST131 como portador de carbapenemasas (63,89).  

 Resistencia a los aminoglucósidos 3.3.

La resistencia a aminoglucósidos está mediada en su mayoría por enzimas modificantes de 

aminoglucósidos de tipo acetiltransferasas (AAC), fosfotransferasas (APH), y 

nucleotidiltransferasas (ANT). En Asia son también frecuentes las metilasas de RNA ribosomal 

(Rmt, ArmA) que inactivan todos los aminoglucósidos (85). Estos mecanismos pueden 

combinarse también con alteraciones de la permeabilidad, lo que dificulta determinar el 

mecanismo genético de resistencia en base al fenotipo. 

Las enzimas modificantes están frecuentemente asociadas a los plásmidos IncF portadores 

de CTX-M-ϭϱ, soďƌetodo la eŶziŵa AAC;ϲ’Ϳ-Ib-cr, que confiere resistencia a amicacina y 

tobramicina, pero no a gentamicina, y afecta también al ciprofloxacino aunque no al 

levofloxacino (18,25). 
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 Resistencia a trimetoprim-sulfametoxazol (cotrimoxazol) 3.4.

El cotrimoxazol es una combinación sinérgica de dos antibióticos, el trimetoprim y el 

sulfametoxazol, en un ratio 1:5. El trimetoprim se une a la enzima dihidrofolato reductasa, con 

preferencia por la bacteriana frente a la humana, mientras que el sulfametoxazol es un 

análogo del ácido para-aminobenzoico, compitiendo con él en la síntesis de ácido 

dihidrofólico. La acción sinérgica de estos dos compuestos impide la síntesis bacteriana de 

ácido tetrahidrofólico. La disminución de este ácido inhibe la síntesis de ADN, pero la presencia 

de timina revierte la acción del antibiótico (92,93). Tiene una buena eficacia en el tratamiento 

de infecciones urinarias no complicadas y los mecanismos de resistencia más frecuentes son 

mutaciones cromosómicas que alteran la diana y disminuyen su susceptibilidad al antibiótico 

(92) o bien genes de resistencia transmitidos por plásmidos. Este último mecanismo es el más 

frecuente en E. coli.  

Las tasas de resistencia a cotrimoxazol se han ido incrementando en la última década. Dado 

su uso en el tratamiento de la infección urinaria, numerosos estudios han analizado la 

prevalencia de la resistencia en aislados UPEC. El estudio ARESC describió un 30% de aislados 

resistentes a cotrimoxazol a nivel internacional (66), mientras que el 66% de las cepas de E. coli 

procedentes de España eran resistentes (94). En Estados Unidos un estudio en aislados de E. 

coli uropatógeno observó un 24% de resistencia (95). 

 Resistencia a fosfomicina 3.5.

La emergencia de mecanismos de resistencia a casi todos los antibióticos disponibles ha 

hecho que antiguos antibióticos casi en desuso vuelvan a ser opciones terapéuticas. Entre ellos 

están la fosfomicina y la colistina. La fosfomicina es un antibiótico natural de naturaleza 

epoxídica con muy bajo peso molecular, aislado inicialmente del hongo Streptomyces fradie en 

España en 1969, aunque actualmente se sintetiza químicamente. Su acción bactericida se debe 

a la inhibición de la síntesis de la pared de bacterias en fase de crecimiento mediante la unión 

a MurA, enzima esencial para la síntesis del peptidoglicano. Los mecanismos de resistencia 

descritos son alteraciones del transporte a través de la pared celular, cambios en la diana o por 

hidrólisis enzimática de su anillo. 

La fosfomicina es uno de los antibióticos más utilizados en infección urinaria no complicada, 

ya que debido a su hidrosolubilidad alcanza altas concentraciones en la orina (96,97). A pesar 

de que este antibiótico está asociado a una rápida adquisición de resistencias in vitro, esto no 

se correlaciona con altas tasas de resistencia in vivo, y estas han permanecido estables en E. 
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coli muchos años (98). No obstante, la emergencia de plásmidos portadores de determinantes 

de resistencia a fosfomicina (FosA y FosB) ha levantado la alarma acerca del aumento de 

resistencias frente a este antibiótico (99). Rodríguez-Baño et al. no encontraron ningún aislado 

resistente a fosfomicina en un estudio español de casos y controles con infecciones por E. coli-

BLEE adquiridas en la comunidad (100), pero un estudio longitudinal español informó de un 

incremento significativo de resistencia a fosfomicina desde el año 2006 al 2012 (101). Otro 

estudio posterior confirmó este incremento en aislados E. coli-BLEE tanto de origen 

nosocomial como comunitario, encontrando una prevalencia de resistencia del 9% en general, 

mayor (15%) entre los aislados productores de CTX-M-15 (102). Actualmente se está llevando a 

cabo un estudio para evaluar si la fosfomicina es una alternativa válida al tratamiento con 

carbapenémicos de bacteriemias por microorganismos multirresistentes (6). 

 Resistencia a colistina  3.6.

La colistina es un antibiótico de los años 50 del siglo pasado, cuyo uso en terapéutica se 

había limitado a casos excepcionales por su gran nefrotoxicidad, aunque su uso en veterinaria 

ha estado muy extendido. No obstante, la aparición de enterobacterias, en particular de 

Klebsiella pneumoniae, resistentes a carbapenémicos y a todas las familias de antibióticos 

excepto a la colistina, ha obligado a rescatar este antibiótico para su uso actual (6). La colistina 

actúa alterando la membrana externa mediante la unión al LPS. Mutaciones en los genes de 

localización cromosómica mgrB y pmrB llevan a variantes del LPS que impiden la acción de la 

colistina (103,104). Según datos del EARS-NET, los aislados resistentes a colistina mediante 

este mecanismo han aumentado en los últimos años, unidos al incremento de enterobacterias 

productoras de carbapenemasas, lo que ha alertado de que la última baza en el tratamiento de 

infecciones multirresistentes puede desaparecer. Sumado a esto, se detectó en el año 2016 en 

China un mecanismo de resistencia a colistina codificado en plásmidos, el gen mrc-1 (105). 

Aunque no confiere altos niveles de resistencia a colistina, se ha diseminado rápidamente, y se 

ha observado también en otros países tanto en aislados humanos como animales, además de 

encontrarse ocasionalmente integrado en el cromosoma bacteriano (106). Su localización 

plasmídica implica capacidad de incorporación a clones altamente diseminados y de hecho, ya 

se han descrito aislados UPEC ST131 portadores de mcr-1 (107). El peligro que supone su 

diseminación ha aumentado la necesidad de estudios de vigilancia epidemiológica de estos 

mecanismos de resistencia.  



INTRODUCCIÓN 

 

56 
 

4. Clones de alto riesgo entre los UPEC: E. coli ST131 

E. coli-ST131 es un grupo clonal de cepas multirresistentes que fue identificado en tres 

continentes en el año 2008 (72–74) y desde entonces se han distribuido a nivel mundial. Este 

clon está definido por las secuencias de 7 genes housekeeping usados en el tipado por 

Multilocus Sequence Typing (MLST) según el esquema de Achtman (108). E. coli-ST131 

Pertenece al grupo filogenético B2 subgrupo 1 y la mayoría de aislados de este clon presenta el 

serotipo O25b, con un menor porcentaje de cepas O16 (18,25). Su alto contenido en genes de 

virulencia, característico de cepas ExPEC, se suma a la alta tasa de resistencia a múltiples 

aŶtiďiótiĐos Ƌue suele pƌeseŶtaƌ, lo Ƌue le ĐoŶǀieƌte eŶ uŶo de los deŶoŵiŶados ͞ĐloŶes de 

alto ƌiesgo͟ de iŵpoƌtaŶĐia eŶ salud púďliĐa. 

 Caracterización de los subclones de E. coli-ST131 4.1.

Estudios mediante electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) han mostrado una gran 

variabilidad de pulsotipos dentro de E. coli-ST131. El grupo de Johnson et al. analizó una 

colección de casi 600 E. coli-ST131 de distintos orígenes, incluyendo fuentes animales y 

ambientales, encontrando 170 pulsotipos distintos que agrupaban desde una cepa (105 

pulsotipos) a 136 cepas (109). Esto sugiere que aunque existe una gran variabilidad clonal 

dentro del propio E. coli-ST131, algunos linajes son más frecuentes que otros (110), lo que 

hace del estudio de estos linajes una herramienta muy útil para entender el éxito de la 

diseminación de E. coli-ST131. 

Se ha postulado que la rápida emergencia y diseminación de este clon se debe a un linaje 

de cepas en concreto, portadoras del alelo 30 del gen fimH (111) que se detectaron en torno al 

año 2000 y estaban asociadas a la resistencia a fluoroquinolonas. Además, esta resistencia se 

debía principalmente a las mismas mutaciones en los genes gyrA y parC, presentes en todas las 

cepas fimH30 resistentes a fluoroquinolonas: gyrA1AB y parC1aAB (111,112). 

Estudios posteriores mediante análisis de SNPs (single nucleotide polymorphisms) de casi 

2000 aislados de Estados Unidos y Alemania mostraron que dentro del clado H30 existía un 

subclón mayoritario (Figura 10), asociado a la producción de CTX-M al que se llamó H30Rx por 

su multirresistencia (113). Petty et al. utilizaron herramientas de secuenciación para 

determinar que el clon E. coli-ST131 surgió antes del año 2000 a partir de un ancestro común, 

que dio lugar a la emergencia de un clado dominante caracterizado por el alelo 30 de fimH que 

ellos llamaron C, dentro del cual describieron los subtipos C1 y C2, con las mismas 

características que los subclones H30 no-Rx y H3Rx descritos por Johnson y Price (112). 
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Estudios posteriores han determinado que ese ancestro común surgió en Estados Unidos entre 

1930 y 1958, y que el subclón C2/H30Rx surgió en 1987 posteriormente a la adquisición por 

parte del clado C de las mutaciones que le confería alta resistencia a fluoroquinolonas 

(114,115). 

 

 Factores de virulencia asociados a E. coli-ST131 4.2.

El clon E. coli ST131 pertenece al filogrupo B2, y por tanto su contenido en factores de 

virulencia es mayor que otras cepas no-ExPEC. Debido a su rápida diseminación, numerosos 

estudios han realizado análisis para evaluar si son estos factores los que le conceden ventajas 

frente a otras cepas. Estas ventajas podrían ser tanto una mayor adaptabilidad para la 

colonización intestinal o bien una mayor patogenicidad, lo que explicaría su predominio en 

aislados clínicos. 

Figura 10. Análisis filogenético por SNPs de cepas E. coli-ST131 que 
muestra su estructura en subclones, con el clado H30 (H30Rx y H30 no-
Rx) frente a los aislados no-H30. Tomado de (113) 
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En estudios moleculares, las cepas de E. coli-ST131 han mostrado un mayor contenido de 

factores de virulencia que otras cepas patógenas (116,117). Cada subclón se ha relacionado 

con unos perfiles específicos de virulencia, que algunos autores han relacionado con una 

ŵaǇoƌ letalidad eŶ ŵodelos aŶiŵales, defiŶieŶdo el téƌŵiŶo ͞ǀiƌotipo͟ eŶ ďase a la pƌeseŶĐia o 

ausencia de determinados genes de virulencia y describiendo hasta 12 virotipos: A, B, C (tipos 

1-3), D (con tipos 1-5), E y F (118–120). Estudios epidemiológicos que asocian al clon E. coli-

ST131 y en concreto al subclón H30Rx con infecciones más graves podrían apoyar la idea de 

una mayor virulencia como factor coadyuvante a la exitosa diseminación de E. coli-ST131 (121) 

pero esta asociación no se ha encontrado en otros trabajos (122). 

Numerosos estudios han analizado el contenido en genes de virulencia de las cepas E. coli-

ST131, pero los análisis varían en cuanto al número y tipo de genes estudiados, el origen de las 

cepas (aislados clínicos o fecales, localización de la infección, etc.) y los grupos de 

comparación. En un estudio de España con 500 cepas de E. coli ExPEC, E. coli-ST131 se asoció 

con la presencia de papEF, papGII, papGIII, kpsII, ibeA, PAI, usp y un mayor número de aislados 

clasificados como ExPEC que el resto de aislados pertenecientes a otros grupos clonales (123). 

Otros genes encontrados frecuentemente son los implicados en la adquisición de hierro como 

el gen codificante para la yersiniobactina (fyuA), los receptores iutA y iha, toxinas (sat) y otros 

factores como traT y ompT. Otros hallazgos por el contrario asocian el clon E. coli-ST131 con la 

ausencia de genes pap y la presencia de afa/dra (25,124).  

La variabilidad detectada, en cuanto a las asociaciones con determinados genes, se observó 

también en experimentos in vivo. Se han utilizado distintos modelos animales para evaluar la 

virulencia de E. coli-ST131, tanto en términos de capacidad de persistencia y colonización 

como de invasión y producción d enfermedad y/o muerte. Los modelos más utilizados han 

empleado ratones, pero también embriones de pez cebra, Caenorhabditis elegans y larvas de 

la polilla de la cera Galleria melonella. 

Los resultados obtenidos en modelos murinos son diversos. Mientras Clermont et al. 

demostraron que las cuatro cepas E. coli-ST131 de su estudio eran altamente virulentas, sus 

resultados estaban limitados por el escaso número de cepas y el modelo utilizado, que 

inyectaba subcutáneamente las cepas en el peritoneo de los ratones y por tanto no replicaba 

adecuadamente la fisiopatología de la infección (72). Por otro lado, utilizando un modelo 

similar, otros estudios mostraron una gran variabilidad en la virulencia experimental de cepas 

E. coli-ST131, sin apreciarse asociación con letalidad (125). Esta variabilidad podría estar 

explicada por los virotipos descritos por Blanco et al., que se asociaron a distintos grados de 
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virulencia (118–120). No obstante, sí que se encontraron asociados determinados genes de 

virulencia con una mayor virulencia experimental, como fueron kpsII y K1, papAH y papGII y 

vat(25). 

En cuanto a otros tipos de modelos, un estudio en larvas de polilla mostró una mayor 

virulencia de cepas procedentes de urosepsis comparadas con las procedentes de ITU no 

complicada. Además, las cepas de este estudio que pertenecían a E. coli-ST131 estuvieron 

también asociadas a mayor letalidad (126). Aunque ciertos estudios han mostrado una buena 

correlación para diversos patógenos entre modelos de infección murinos y con G. melonella 

(127), otro estudio mostró falta de correlación en los resultados de virulencia estudiados en 

estos dos modelos simultáneamente (128). Igualmente, un estudio en paralelo de cepas E. coli-

ST131 y no-ST131 en embriones de pez cebra y C. elegans mostró perfiles de virulencia 

marcadamente distintos según el modelo empleado para un mismo tipo de cepas (129). 

En cuanto a la virulencia analizada según la supervivencia de pacientes infectados por E. coli 

uropatógeno, los resultados han sido discrepantes. Aunque ST131 parece más frecuente en 

cepas invasivas que no invasivas (130,131), en otros estudios no se han observado diferencias 

en la resolución de las bacteriemias causadas por E. coli-ST131 u otros grupos clonales (132). 

Por otro lado, estudios recientes parecen asociar las cepas E. coli-ST131 y en concreto el clado 

H30 con infecciones persistentes, necesidad de reingreso en el hospital e infecciones 

posteriores. Si estos resultados están en relación con la asociación descrita de H30 con uso 

previo de antibióticos o la infección de pacientes mayores, con alto consumo de antibióticos y 

comorbilidades no está claro (18,121). 

 Epidemiología 4.3.

Aunque los primeros estudios detectaron el clon E. coli-ST131 en poblaciones productoras 

de BLEE y/o resistentes fluoroquinolonas, estudios posteriores lo han descrito en cepas menos 

resistentes, tanto procedentes de infecciones como de colonizaciones en individuos sanos y 

hospitalizados (18,25,111). Causa principalmente infecciones urinarias y bacteriemias (25,113), 

y está asociado a la resistencia a fluoroquinolonas y la producción de CTX-M-15, aunque se han 

encontrado también otras enzimas en aislados E. coli-ST131 productores de BLEE (133,134). 

Otros antibióticos a los cuales E. coli-ST131 ha mostrado ser frecuentemente resistente son 

cotrimoxazol, gentamicina y amoxicilina-clavulánico (18,25,135).  

La prevalencia de E. coli-ST131 varía según la región geográfica y la población hospedadora 

estudiada. En aislados clínicos se han descrito prevalencias desde el 12% al 30% (18). En la 
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mayoría de estudios se ha asociado al ambiente hospitalario, al consumo previo de 

antibióticos, edad avanzada y estancia en centros de cuidados de larga estancia (124). 

Infecciones por E. coli-BLEE ST131 se han asociado también a viajes internacionales, y este clon 

está ampliamente diseminado en el medio ambiente y en animales, incluyendo los de 

compañía y los de consumo humano (18,136). Se han descrito casos de transmisión dentro de 

los miembros convivientes de una familia e incluso entre mascotas y sus dueños (137,138) 

aunque parece que la prevalencia de colonización en humanos es mayor que en animales (18).  

No está claro si E. coli-ST131 es mejor colonizador que las cepas E. coli-no-ST131, aunque es 

una de las teorías que podrían explicar su diseminación. En estudios de prevalencia de E. coli-

ST131 en aislados fecales productores de BLEE se han observado tasas muy variables, desde un 

10% a un 44%(18,139,140) pero muy pocos estudios han buscado la prevalencia de E. coli-

ST131 entre aislados fecales no seleccionados por resistencia, y los resultados varían mucho en 

función de la población estudiada. Kudinha et al. no encontraron ningún aislado E. coli-ST131 

colonizando el tracto intestinal de hombres sanos y solo un 4% en el de mujeres en edad 

reproductiva, frente a un 19% y un 21% en el de pacientes con ITU (130,131). Sin embargo, 

otros estudios en pacientes de centros de cuidados de larga estancia colonizados por E. coli 

resistente a fluoroquinolonas mostraban una prevalencia de E. coli-ST131 de hasta 25% (18). 

En España, en un estudio a nivel nacional que incluyó 5 hospitales de regiones diferentes, 

se encontró una prevalencia de aislados E. coli-ST131, independientemente del grupo de 

resistencia estudiado, del 12% (123). La prevalencia de E. coli-ST131 entre cepas de E. coli-BLEE 

se situó en el 23%, inferior a la encontrada en Estados Unidos (59%) o Reino Unido (62%) (25), 

pero un estudio de 2012 presentó una prevalencia de E. coli-ST131 en cepas E. coli-BLEE de 

hasta el 61% (141). 
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HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

E. coli es el principal patógeno aislado en las infecciones del tracto urinario a nivel 

comunitario y hospitalario. La mayoría de estas infecciones están causadas por E. coli 

uropatógeno (UPEC), un patotipo específico dentro de la población de E. coli patogénico 

extraintestinal (ExPEC). El aumento detectado en los últimos años en la incidencia de 

bacteriemia por UPEC multirresistente se ha asociado a la expansión a nivel mundial del clon 

de alto riesgo perteneciente a la secuencia tipo (ST) 131 productor de BLEEs y asociado con 

resistencia a las quinolonas. La razón de la expansión de este clon no es bien conocida, con 

diversas teorías que postulan que su alto contenido en factores de virulencia o bien su 

resistencia a múltiples familias de antibióticos le confieren ventajas adaptativas frente a otras 

cepas uropatógenas.  

Esta tesis  plantea la hipótesis de que tanto los factores de virulencia como la resistencia a 

los antibióticos, principalmente a los betalactámicos, podrían ser algunos de los principales 

motores de la diseminación de ST131 como patógeno urinario e importante agente causal de 

bacteriemia. 

Para probar esta hipótesis, se propuso como objetivo principal el análisis de la estructura 

poblacional, de los fenotipos de resistencia a antibióticos incluyendo la caracterización de las 

BLEEs y de los perfiles de virulencia de aislados de E. coli-ST131 tanto productores de BLEE 

como no productores procedentes de los estudios ITU-BRAS y R-GNOSIS, obtenidos de 

pacientes con diagnóstico de bacteriemia de origen urinario y colonizados, respectivamente.  

Para facilitar el desarrollo del estudio, el objetivo general de esta tesis doctoral se desglosó 

en varios objetivos secundarios: 

1. Determinar la prevalencia de E. coli-BLEE, y en especial E. coli-ST131 (subclones no-H30, 

H30 no-Rx y H30Rx) procedentes de bacteriemias de origen urinario recogidos en ocho 

hospitales españoles de áreas geográficas distintas (proyecto ITU-BRAS). 

2. Analizar los fenotipos de resistencia a diferentes antibióticos y caracterizar los tipos de 

BLEE, así como la virulencia (genotipo, perfil e índice de virulencia, asignación 

molecular de ExPEC y UPEC) de los aislados E. coli-BLEE y no-BLEE del clon ST131 y sus 

subclones incluidos en el proyecto ITU-BRAS. 
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3. Estudiar la virulencia in vivo en un modelo murino de sepsis de E. coli-ST131 

procedentes del estudio ITU-BRAS (índice de letalidad y rapidez de letalidad) y 

relacionarla con las características microbiológicas de estos aislados (producción de 

BLEE, subclones y sus perfiles de virulencia). 

4. Determinar la prevalencia de E. coli-ST131 y sus subclones no-H30, H30 no-Rx y H30Rx 

en pacientes colonizados por enterobacterias productoras de BLEE procedentes de 

cuatro hospitales europeos en Alemania, Suiza, Holanda y España (proyecto R-GNOSIS). 

5. Analizar los fenotipos de resistencia a diversos antibióticos y caracterizar los tipos de 

BLEE, así como la virulencia (genotipo, perfil e índice de virulencia, asignación 

molecular de ExPEC y UPEC) de los aislados E. coli-BLEE ST131 y de un conjunto de 

aislados no-ST131 escogidos aleatoriamente procedentes del proyecto R-GNOSIS. 
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万変不驚 

Banpen fugyo  

(Cien mil cambios, ninguna sorpresa) 
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1. Diseño de los estudios y cepas bacterianas 

Los aislados estudiados en esta tesis doctoral forman parte de dos colecciones procedentes 

de dos proyectos distintos: El proyecto ITU-BRAS, que proporcionó aislados invasivos, y el 

proyecto R-GNOSIS, que proporcionó aislados de colonización.  

 Proyecto ITU-BRAS 1.1.

El pƌoǇeĐto ͞ITU-BRAS: Infecciones del tracto urinario bacteriémicas relacionadas con la 

asisteŶĐia saŶitaƌia͟, teŶía Đoŵo oďjetiǀo el estudio de las ĐaƌaĐteƌístiĐas epideŵiológiĐas, 

clínicas y microbiológicas, y pronóstico de episodios de ITUs causantes de bacteriemia de 

origen urinario (BOU) en pacientes hospitalizados o que requirieron hospitalización. Este 

proyecto se diseñó como un estudio poblacional prospectivo observacional y se llevó a cabo 

desde octubre 2010 a junio 2011 en 8 hospitales de distintas zonas geográficas de España. Los 

hospitales participantes fueron Hospital Universitario Gregorio Marañón (Madrid), Hospital 

Universitario Ramón y Cajal (Madrid), Hospital Universitario Virgen Macarena de Sevilla 

(Andalucía), Hospital del Mar y Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona (Cataluña), 

Hospital Universitario Mutua Tarrasa de Tarragona, (Cataluña); Complejo Sanitario de 

Pontevedra (Galicia), y Hospital Universitario Marqués de Valdecilla de Santander (Cantabria) 

(Figura 11).  

 

 

 

Figura 11. Procedencia de los aislados invasivos del 
proyecto ITU-BRAS 
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La población a estudio fueron todos los pacientes consecutivos mayores de 16 años 

ingresados o que requirieron ingreso en los hospitales participantes con diagnóstico de BOU 

durante el periodo de estudio. Se consideraron BOUs los siguientes supuestos: 

● La presencia de al menos un hemocultivo positivo para un uropatógeno y el 

aislamiento en orina de ese mismo uropatógeno, en ausencia de otro foco aparente. 

● La presencia de al menos un hemocultivo positivo para un uropatógeno en presencia 

de datos clínicos de origen urinario, aunque el urocultivo fuese negativo, en ausencia de otro 

foco aparente. 

● La presencia de un hemocultivo positivo para un uropatógeno, con evidencia de sepsis 

sin otra focalidad infecciosa evidente, en pacientes portadores de cualquier tipo de catéter 

urinario sin síntomas urinarios o en aquellos pacientes que presentaron una condición que 

pudiera impedir referir los síntomas urinarios. 

Se consideraron datos clínicos de origen urinario la presentación aguda de uno o más de los 

siguientes síntomas: disuria, hematuria, polaquiuria, urgencia miccional, retención urinaria, 

dolor suprapúbico o en el área lumbar, o fiebre con sedimento urinario patológico con o sin 

clínica urinaria.  

Se consideraron patógenos los siguientes microorganismos: 

● Escherichia coli 

● Klebsiella spp. 

● Citrobacter spp. 

● Enterobacter spp. 

● Serratia spp. 

● Proteus spp. 

● Morganella morganii 

● Providencia spp. 

● Pseudomonas aeruginosa 

● Enterococcus spp. 

● Streptococcus agalactiae 

● Staphylococcus saprophyticus 



MATERIAL Y MÉTODOS 

 

67 
 

 Proyecto R-GNOSIS 1.2.

El proyecto R-GNOSIS ;͞Resistance of Gram-Negative organisms: Studying Intervention 

“tƌategies͟) es un estudio multicéntrico europeo para el análisis de la colonización de 

pacientes hospitalizados por enterobacterias productoras de betalactamasas de espectro 

extendido (BLEEs). Los hospitales participantes estaban situados en Berlín (Alemania), Ginebra 

(Suiza), Madrid (España) y Utrecht (Holanda). El hospital participante de Madrid fue el Hospital 

Universitario Ramón y Cajal y fue el centro receptor de muestras. En esta tesis nos referiremos 

a los hospitales por la ciudad en la que están ubicados. Durante este proyecto, se recogieron 

muestras rectales con torundas con medio de Amies en pacientes hospitalizados en plantas 

médicas o quirúrgicas (pero no unidades de cuidados intensivos) desde marzo de 2014 a 

febrero de 2015. Las torundas se recogieron de cada paciente a su admisión, al alta y 

semanalmente si su estancia fue de más de tres días. 

2. Recogida y procesamiento de muestras 

 Aislados invasivos 2.1.

Se incluyeron finalmente un total de 637 pacientes con bacteriemia de origen urinario, de 

los cuales se recogieron 939 muestras: 658 hemocultivos y 281 urocultivos. La distribución de 

las muestras correspondientes a cada hospital está recogida en la Tabla 2. Los uropatógenos 

aislados en dichas muestras se encuentran recogidos en la Tabla 3.  

 

Tabla 2. Número de muestras recogidas en cada hospital participante en el proyecto ITU-BRAS 

Hospital 
Nº. 

Pacientes 

Nº. Muestras 

recogidas 

Aislamientos 

de 

Hemocultivos 

Aislamientos 

de 

Urocultivos 

H. U. Gregorio Marañón 112 147 119 28 

H. U. Ramón y Cajal 110 202 115 87 

H. U. Virgen Macarena 54 55 55 0 

H. U. Marqués de Valdecilla 60 84 64 20 

H. del Mar 102 104 104 0 

H. de la Santa Creu i Sant Pau 73 131 73 58 

Complejo Hospitalario de Pontevedra 62 115 63 52 

H. U. Mutua Terrasa 64 101 65 36 

Total 637 939 658 281 
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Tabla 3. Microorganismos aislados de hemocultivos procedentes de pacientes con 

bacteriemias de origen urinario recogidos en el proyecto ITU-BRAS. 

Microorganismo Hemocultivos Urocultivos Total 

Escherichia coli 457 191 648 

Klebsiella spp. 70 31 101 

Klebsiella pneumoniae 63 29 92 

Klebsiella oxytoca 7 2 9 

Pseudomonas aeruginosa 38 18 56 

Proteus spp 36 20 56 

P. mirabilis 32 17 49 

P. vulgaris 1 1 2 

Enterococcus spp 29 13 43 

Enterococcus faecalis 20 9 29 

Enterococcus faecium 9 4 13 

E. avium 1 0 1 

Enterobacter spp 8 3 11 

E. cloacae 6 2 8 

E. aerogenes 2 1 3 

Morganella morganii 8 1 9 

Citrobacter spp 5 3 8 

C. freundii 3 2 5 

C. amalonaticus 1 1 2 

C. koseri 1 0 1 

P. stuartii 3 2 5 

Serratia marcescens 3 0 3 

Salmonella typhimurium 1 1 2 

Acinetobacter baumanii 1 0 1 

Staphylococcus epidermidis 1 0 1 

 

Se recibieron en el Hospital Universitario Ramón y Cajal los aislados procedentes de este 

estudio en torundas en medio de transporte de Amies (DeltaLab, Barcelona, España) con la 

información correspondiente a cada cepa: códigos de identificación de proyecto, identificación 
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de género y especie y los antibiogramas elaborados por cada hospital. Las torundas se 

sembraron en medio general Columbia agar con sangre de carnero plus (Oxoid LTD. 

Basingstoke, Hampshire, Reino Unido) y se incubaron 18h a 37°C.  

Para el estudio de la hipótesis planteada en esta tesis, se seleccionaron los aislados de E. 

coli procedentes de hemocultivos. De los 457 aislados E. coli de la colección, 425 estuvieron 

disponibles para su análisis microbiológico.  

 Aislados de colonización 2.2.

Las torundas rectales procedentes de los cuatro hospitales europeos se recibieron en el 

Hospital Universitario Ramón y Cajal. Estas torundas se sembraron en medio cromogénico para 

la detección de enterobacterias productoras de BLEE (ChromID-ESBL agar, BioMérieux, Marcy 

l’Etoile, FƌaŶĐia). Las placas se incubaron 48h a 37°C, con lecturas a las 24h y a las 48h, 

procediéndose entonces a una identificación presuntiva de las distintas enterobacterias según 

las instrucciones del fabricante. Esta identificación se confirmó como se explica más adelante 

en el apartado 3.3. 

Los aislados productores de BLEE recogidos en cada uno de los hospitales se encuentran 

desglosados en la tabla 4. Del total de aislados recogidos se seleccionaron para esta tesis los 

aislados de E. coli, un total de 1009 aislados procedentes de 688 pacientes (Tabla 4). Para su 

posterior estudio se seleccionó un aislado por paciente.  

 

Tabla 4. Número de aislados E. coli-BLEE de pacientes colonizados de cada hospital 
participante en el estudio R-GNOSIS 

Hospitales Pacientes 
Aislados 

totales 
Aislados E. coli 

Aislados 

E. coli/paciente 

Berlín 167 205 181 135 

Ginebra 87 159 158 86 

Madrid 405 591 404 295 

Utrecht 89 588 266 172 

Total 748 1543 1009 688 
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3. Identificación de cepas 

Se confirmó la identificación de los aislados mediante espectrometría de masas usando el 

aparato MALDI-TOF MS (Bruker Daltonics, Billerica, Massachusetts, EE.UU). Este aparato recibe 

su nombre por las siglas Matrix-Assisted-Laser Desorption Ionization-Time of Flight. Es un 

sistema de espectrometría de masas propuesto por Karas et al. (142) que utiliza energía láser 

para ionizar una muestra o una célula entera (aislado bacteriano). Estos iones, sometidos a un 

campo eléctrico, viajan en un tubo de vacío a distinta velocidad según su masa y su carga 

(Figura 12). Al llegar a un detector se genera una serie de picos en base al número de iones 

que detectó, a su masa y a su carga, generando un espectro específico de cada especie 

bacteriana equivalente a su huella digital.  

Estos picos corresponden a proteínas o moléculas biológicas y su presencia se atribuye a 

diferencias en la expresión génica a nivel de género, especie e incluso cepa bacterianos. La 

huella digital generada o espectro se compara con una base de datos preexistente de otros 

espectros para averiguar, según el grado de similitud, a qué género o especie corresponde el 

aislado analizado. 

 

Para la identificación, se tomó una porción de colonia de un cultivo puro de cada cepa a 

identificar y se depositaron en los distintos pocillos de la placa. Una vez secos se añadieron 0.7 

µl de matriz (HCCA = áĐido α-Ciano-4-hidroxicinámico, Bruker Daltonics, Billerica, 

Massachusetts, EE.UU) a cada pocillo y se dejaron secar a temperatura ambiente. 

Posteriormente se introdujeron en el aparato para su identificación. Se consideró la 

identificación de E. coli como válida si el software (Maldi Biotyper, versión 3.1, Bruker 

Figura 12. Esquema del funcionamiento del MALDI-TOF 
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Daltonics, Billerica, Massachusetts, EE.UU) proporcionó un índice o score igual o mayor a 2.3. 

Las cepas con la identificación confirmada se congelaron en caldo Luria-Bertani (caldo LB, 

Laboratorios Conda, Torrejón de Ardoz, Madrid, España) con glicerol al 20% a -60°C.  

4. Estudio de sensibilidad antibiótica y detección fenotípica de la producción de 

betalactamasas de espectro extendido 

El estudio de la resistencia a antibióticos se llevó a cabo mediante técnicas de difusión en 

disco. Para ello se prepararon inóculos con una turbidez similar a 0.5 de la escala de McFarland 

de las cepas a estudio y se sembraron en placas Petri cuadradas de 40ml de agar Mueller-

Hinton (agar MH, Laboratorios Conda) en los que se colocaron discos (BioRad, Hercules, 

California, EE.UU) de los antibióticos escogidos (Tabla 5). 

 

Tabla 5. Antibióticos analizados en el estudio de sensibilidad antibiótica de los aislados de 
esta tesis y puntos de corte de sensibilidad utilizados 

Antibiótico 
Abreviatura 

utilizada 

Carga de 

antibiótico en 

el disco (µg) 

Puntos de corte (mm) 

“ ≥ R < 

Piperacilina-tazobactam PTZ 30/6 20 17 

Amoxicilina-clavulánico AMC 20/10 19 19 

Cefotaxima CTX 5 20 17 

Cefoxitina FOX 30 19 19 

Ceftazidima CAZ 10 22 19 

Cefepima CEP 30 24 21 

Imipenem IMI 10 22 16 

Meropenem MER 10 22 16 

Ácido Nalidíxico NAL 30 NAa NAa 

Ciprofloxacino CIP 5 22 19 

Gentamicina GEN 10 17 14 

Tobramicina TOB 10 17 14 

Amicacina AMK 30 18 15 

Cotrimoxazol STX 1.25/23.75 16 13 

a. NA: No aplicable ya que no existen puntos de corte para este antibiótico. 
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La placas inoculadas se incubaron 24h a 37°C y se leyeron con el sistema de lectura 

semiautomático Adagio™ ;ADAGIO™ Autoŵated “Ǉsteŵ, BioRad). Los resultados fueron 

interpretados según normas de EUCAST (European Committee of antimicrobial susceptibility 

testing, www.eucast.org), considerándose también como resistentes los aislados con punto de 

corte intermedio. Dado que para el ácido nalidíxico no existen puntos de corte definidos por 

EUCAST, se tomó el epidemiological cut-off (ECOFF, punto de corte epidemiológico) como 

punto de corte, siendo los aislados con un diámetro de halo mayor o igual de 19mm 

considerados sensibles. 

Se identificó a los aislados de E. coli susceptibles de ser productores de BLEE mediante la 

lectura interpretada del antibiograma (resistencia a cefalosporinas de segunda y/o tercera 

generación, con sinergia en presencia de ácido clavulánico) en el caso del proyecto ITU-BRAS y 

mediante crecimiento en medio cromogénico para BLEEs en el caso del proyecto R-GNOSIS. Se 

confirmó el fenotipo de BLEE mediante el test de sinergia de disco con discos (Oxoid LTD. 

Basingstoke, Hampshire, Reino Unido) de amoxicilina-clavulánico (30µg), cefotaxima (5µg) y 

ceftazidima (10µg). 

 Caracterización de betalactamasas de espectro extendido 4.1.

La caracterización de los genes codificadores de BLEE (blaTEM, blaSHV, y blaCTX-M) se llevó a 

cabo mediante PCR y secuenciación (143–148) como se refiere más adelante (apartado 3.1.2). 

Cuando fue necesario se usaron secuencias de referencia obtenidas de la base de datos de la 

Clínica Lahey (http://www.lahey.org/Studies/). Los cebadores y las condiciones utilizados para 

la detección de estos genes se encuentran listados en la Tabla 6.  

Para la extracción de ADN bacteriano se sembraron las cepas en placas de agar LB 

(Laboratorios Conda) y se incubaron 24h a 37°C. Del cultivo crecido se resuspendió una colonia 

en 200µl de buffer TE (Tris 10mM, EDTA 1mM, pH 8) y se calentó a 100°C durante 15 minutos 

para provocar la ruptura de la pared bacteriana. Posteriormente se centrifugó 10 minutos a 

13.000rpm para sedimentar los restos de pared y orgánulos y se retiró el sobrenadante con el 

ADN solubilizado a un tubo limpio, que se archivó a 4°C hasta su uso. 

En aquellos casos en los que la técnica molecular empleada requirió mayor pureza de ADN, 

se realizó la extracción mediante Kit comercial QiAmp DNA Mini Kit (Qiagen, Redwood City, 

California, EE.UU) siguiendo las instrucciones del fabricante.  
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 Amplificación de genes mediante la técnica de reacción en cadena de 4.1.1.

la polimerasa (PCR) 

Se utilizó la técnica de reacción en cadena de la polimerasa (PCR) para la detección 

mediante amplificación de diversos genes a estudio. Las polimerasas utilizadas fueron: i) 

AmpliTaq Gold (Applied Biosystems, Norwalk, Connecticut, EEUU) de 1,5U, polimerasa de alta 

fidelidad y especificidad que debido a su activación a altas temperaturas, disminuye la 

posibilidad de formación de productos inespecíficos aumentando el rendimiento; y ii) GoTaq 

Green Hot Start Master Mix (Promega Biotech Iberica SL, Alcobendas, Madrid), polimerasa de 

activación rápida y que incorpora el buffer de carga y todos los reactivos necesarios para la 

amplificación en la master mix. Todas las reacciones se llevaron a cabo con un volumen total 

de 20µl en un termociclador T100 Thermal Cycler (BioRad) con las condiciones siguientes: 

 Activación de la enzima. 94°C 10 minutos (AmpliTaq Gold) o 5 minutos (GoTaq). 

  30-33 ciclos de los siguientes pasos: 

> Desnaturalización del DNA: 94°C 30 segundos. 

> Unión de cebadores: Ta 30 segundos. 

> Extensión: 72°C t minutos. 

 Extensión final: 72°C 10 minutos.  

Donde Ta es la temperatura de anillamiento (annealing) o de unión de cada par de 

cebadores, calculada en base a la temperatura de melting de cada uno de los cebadores 

(temperatura a la cual la mitad del ADN está en forma de hebra simple) y t es el tiempo de 

extensión requerido para que la polimerasa pueda ampliar el fragmento deseado en función 

de su longitud (30 segundos cada 500 pares de bases aproximadamente dependiendo de las 

instrucciones de los fabricantes). Estas condiciones se encuentran referidas en cada apartado. 

La determinación del tamaño de los productos de amplificación se realizó mediante 

electroforesis en geles de agarosa (agarosa D1 Low EEO, Laboratorios Conda) al 1,5% con 

buffer TBE 0.5x (Tris-Borato-EDTA: 44.5 mM Tris base, 44.5 mM ácido bórico, 1 mM EDTA 

pH=8), utilizando el marcador de peso ŵoleĐulaƌ λ-ladder 100bp (Takara Bio Inc., Kusatsu, 

Shiga, Japón). El tampón de carga utilizado para las reacciones con Amplitaq Gold fue 10x 

Loading Buffer (Takara Bio Inc., Japón). Los geles se tiñeron con GelRedTM Nucleic Acid Gel 

Stain 10.000X (Biotium Inc., Fremont, California EE.UU). Este producto es un agente 

intercalante del DNA que permite visualizar las moléculas de ácidos nucleicos bajo luz 

ultravioleta. Se diluyeron 90µl de GelRedTM en 300ml de agua destilada, se visualizaron los 
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geles con luz ultravioleta (UV) y se fotografiaron usaŶdo el apaƌato CheŵiDoĐ™ IŵagiŶg 

System (BioRad). Los amplicones de aquellos genes que requirieron secuenciación fueron 

sometidos a purificación usando ExoSAP-IT® purification kit (USB Corp, Cleveland, EE.UU) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Las muestras purificadas junto con los cebadores 

requeridos para amplificación se enviaron a secuenciar a Macrogen Inc. (Seúl, Corea del Sur, 

www.macrogen.com). Las secuencias obtenidas mediante amplificación con los cebadores 

forward y reverse se ensamblaron mediante el software Vector NTI® versión 10.3.0 (Invitrogen, 

Carlsbrad, California, EE.UU), y se analizaron mediante blastn (blast.ncbi.nlm.nih.gov).  
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5. Análisis de la estructura poblacional de E. coli 

 Electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE) 5.1.

Se analizó la clonalidad de los aislados mediante electroforesis en gel de campo pulsado 

tras digestión del ADN con la enzima XbaI (Takara Bio Inc., Kusatsu, Shiga, Japón), siguiendo 

una versión modificada del protocolo de Pulsenet (149), como se detalla a continuación. 

Se seleccionó una colonia de cada aislado y se sembraron en estría en medio general agar 

LB (Laboratorios Conda) incubándose 18h a 37°C. Se resuspendió el aislado crecido en 2ml de 

buffer CSB (Cell Suspension Buffer: Tris 100mM, EDTA 100mM, pH 8) ajustándose la 

absorbancia de la suspensión mediante espectrofotómetro (densidad óptica de 1.45 a una 

longitud de onda de 600nm) para un volumen total de 400µl, mediante la fórmula: Vo × 

Absorbancia = 400µl × 1.45, y enrasando con buffer CSB hasta los 400µl. Posteriormente se 

añadieron 20µl de proteinasa K (Sigma-Aldrich Corporation, St. Louis, Missouri, EE.UU) a una 

concentración de 20mg/ml a cada suspensión celular.  

Para la preparación de los bloques de agarosa se añadió a cada suspensión 400µl de 

agarosa D5 (Laboratorios Conda) al 1% en buffer TBE 0.5% con SDS 1% (Sodium Docedyl 

Sulfate) previamente fundida y atemperada a 50°C. Se distribuyó la mezcla en moldes y se dejó 

solidificar. Después se sumergió cada uno de los bloques obtenidos en 5ml de solución de lisis 

(Tris 50mM, EDTA 50mM, pH8, N-laurilsarcosinato de sodio o sarcosil 1%) con 25µl de 

proteinasa K (20mg/ml). Los tubos con los bloques en solución de lisis se mantuvieron toda la 

noche en un baño en agitación (150-175rpm) a 56°C.  

Al día siguiente se lavaron los bloques, 2 lavados con 5ml de agua pura estéril atemperada a 

56°C durante 15 minutos y otros dos lavados con buffer TE a 56°C durante 15 minutos. Los 

bloques resultantes se conservaron en 2ml de buffer TE a 4°C. 

Para la realización de la electroforesis en gel de campo pulsado se cortó un tercio de cada 

bloque de los aislados a estudio y se cubrió con 100µl de solución de digestión preparada con 

2µl de la enzima de restricción XbaI y un buffer adecuado (buffer 10X y BSA 0.1%), según las 

instrucciones del fabricante. Los tubos con los fragmentos de bloques en digestión se 

incubaron a 37°C durante un mínimo de 4h.  

Pasado el tiempo de digestión, se cargaron los fragmentos de bloques en un gel de agarosa 

D5 (Laboratorios Conda) al 1% en TBE 0.5%. La separación de los fragmentos de ADN se llevó a 

cabo en el sistema CHEF-DRIII (BioRad) con 2L de buffer de TBE 0.5X con 20mg de tiourea 
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(Laboratorios Conda), con las siguientes condiciones: 6v/cm2 con rampas de 2.2-54.2 segundos 

durante 22h. Como controles estándar del tamaño de los fragmentos se utilizó la cepa de 

Salmonella serotipo Braenderup (H9812) (150). 

Una vez terminado el tiempo de corrida, se sumergió el gel en agua con colorante GelRedTM 

(90µl de colorante en 300ml de agua destilada) durante 10-30 minutos y se visualizó con 

iluŵiŶaĐióŶ poƌ UV Ǉ fotogƌafió usaŶdo el apaƌato CheŵiDoĐ™ Imaging System (Biorad). El 

archivo generado se exportó para su análisis mediante el software Bionumerics (Applied Maths 

NV, Sint-Martens-Latem, Bélgica). 

 Caracterización de filogrupos y Multilocus Sequence Typing (MLST) 5.2.

Los aislados del proyecto ITU-BRAS productores de BLEE que no pertenecían a la secuencia 

tipo 131 según la PCR de cribado (ver apartado 3.2.3) fueron analizados mediante PCR como se 

refiere en el apartado 3.1.2 para determinar su pertenencia a los grupos filogenéticos 

principales (A, B1, B2, C, D y E) (10). Se realizó una PCR cuádruplex y se aplicó el algoritmo de la 

Tabla 7 para asignar los aislados a un grupo filogenético.  

 

Tabla 7. Algoritmo para la asignación de grupos filogenéticos. (Adaptado de Clermont et al. 2013) 

arpA chuA yjaA TspE4.C2 Filogrupo Algoritmo 

+ - - - A  

+ - - + B1  

- + - - F  

- + + - B2  

- + + + B2  

- + - + B2  

+ - + - A/C PCR para C 

+ + - - D/E PCR para E 

+ + - + D/E PCR para E 

+ + + - E/Clado I PCR para E 

- - + - Clado I/II Confirmar con cebadores específicos de clado
a
 

- * - - Clado III/IV/V Confirmar con cebadores específicos de clado
a
 

- - - + Desconocido Hacer MLST 

- - + + Desconocido Hacer MLST 

+ - + + Desconocido Hacer MLST 

+ + + + Desconocido Hacer MLST 

- - - - Desconocido Confirmar identificación de E. coli. Realizar PCR con 

cebadores específicos de clado
a
 o hacer MLST. 

*En vez del amplicón esperado de 288pb, si el aislado pertenece a los clados III, IV o V, se amplificará un 

fragmento de 476 pb. Confirmar la asignación con cebadores específicos. a. (10). 
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Posteriormente se determinó su secuencia tipo mediante PCR y secuenciación siguiendo el 

esquema Multilocus sequence typing (MLST) descrito por Achtman et al. (108), analizando las 

secuencias obtenidas en la página web http://mlst.warwick.ac.uk/mlst/. Las condiciones para 

estas amplificaciones, incluyendo las de la PCR para la determinación de filogrupos se 

encuentran en la Tabla 8 y 9. 
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 Cribado de aislados E. coli-ST131 y tipado de subclones. 5.3.

Se procedió a seleccionar entre los aislados a estudio aquellos pertenecientes a la ST131 

mediante la detección por PCR (ver apartado 3.1.2) de polimorfismos de un único nucleótido 

(SNPs) en los genes mdh y gyrB (151). Posteriormente se clasificaron en los subclones no-H30, 

H30 no-Rx y H30Rx mediante la detección por PCR de SNPs específicos (152). Las condiciones 

para estas amplificaciones se encuentran en la Tabla 10. 

 

Tabla 10. Cebadores y condiciones de amplificación para la detección de ST131 y su 
tipificación 

PCR Cebadores Diana “ecuencias ;5’-3’Ϳ Pb
a
 Ta

b
 t

c
 Referencia 

Detección de 

ST131 

mdh36-Fw 
mdh 

GTTTAACGTTAACGCCGGT 
275 

64.5 1:00 (151) 
mdh36-Rw GGTAACACCAGAGTGACCA 

gyrB47-Fw 
gyrB 

CGCGATAAGCGCGAC 
132 

gyrB47-Rw ACCGTCTTTTTCGGTGGAA 

Detección de 

aislados H30 

H30-Fw 
fimH 

CCGCCAATGGTACCGCTATT  
354 68 0:30 (152) 

H30-Rw CAGCTTTAATCGCCACCCCA 

Detección de 

aislados H30Rx 

APfor63 
ybbW 

GGTTGC GGTCTGGGCA 
194 72 0:30 (152) 

APrev66 CAATATCCAGCACGTTCCAGGTG 

a. Tamaño del amplicón (pb). b. Temperatura de anillamiento (°C). c. Tiempo de extensión (minutos). 

 

 Caracterización de alelos de fimH y O-tipado. 5.4.

En aquellos aislados que no fueron clasificados como H30, se procedió a determinar el alelo 

del gen fimH mediante PCR (153) y posterior secuenciación (ver el apartado 3.1.2). Las 

secuencias obtenidas se enfrentaron mediante blastn a una biblioteca de 448 alelos de fimH 

(comunicación personal del Dr. Johnson y B. Johnston). 

Se buscaron las variantes de AgO más frecuentes en las cepas ST131 según la literatura 

(O25b y O16) mediante PCR multiplex (154) como se refiere en el apartado 3.1.2. Las 

condiciones para estas amplificaciones se encuentran en la Tabla 11. 
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Tabla 11. Cebadores y condiciones de amplificación para la secuenciación de fimH y el 
tipado de AgO 

PCR Cebadores Diana “ecuencias ;5’-3’Ϳ Pb
a
 Ta

b
 t

c
 Referencia 

fimH 

fimH-F 

fimH 

CACTCAGGGAACCATTCAGGCA 

975 56 1:00 (153) fimH-R CTTATTGATAAACAAAAGTCAC 

fimH-mid* CGTTGTTTATAATTCGAG 

Tipado O 

trpAST131-O16-F 
trpA 

AAAACCGCGCCGCGTTACCT 
145 

63 0:30 (154) 
trpAST131-O16-R CCAGAAATCGCGCCCGCATT 

pabBST131-O25b-F 
pabB 

TCCAGCAGGTGCTGGATCGT 
347 

pabBST131-O25b-R GCGAAATTTTTCGCCGTACTGT 

* Para mejorar el rendimiento de la secuenciación, no usado en la PCR de amplificación. a. Tamaño del 

amplicón (pb). b. Temperatura de anillamiento (°C). c. Tiempo de extensión (minutos). 

 

6. Estudio de virulencia de E. coli 

El análisis de los distintos factos determinantes de virulencia de E. coli se llevó a cabo 

mediante dos enfoques distintos. Por un lado, se determinó mediante PCR la presencia en las 

cepas analizadas de una serie de genes considerados factores de virulencia en la literatura. Por 

otro, se analizaron en un modelo murino de sepsis una selección de cepas procedentes de 

aislados invasivos, para evaluar su letalidad. 

 Determinación del genotipo de virulencia: Índice de virulencia 6.1.

Se estudió la presencia de 27 genes de virulencia (incluyendo variantes) (12,128) mediante 

PCR como se refiere en el apartado 3.1.2. Los genes estudiados clasificados por categorías y su 

función están recogidos en la Tabla 12. Los cebadores utilizados para cada uno así como las 

condiciones de amplificación se encuentran en las Tabla 13 y 14. Se definió el índice de 

virulencia (IV) como la suma del total de genes detectados para cada aislado, ajustándose para 

la detección de múltiples variantes del gen papG y kpsII, de manera que la presencia de 

múltiples variantes del mismo gen en una misma cepa solo se contabilizó como un gen en el 

cálculo de IV (155). El gen fimH, estudiado por secuenciación, no se incluyó en el IV. Se 

consideraron portadores de la variante K2 del operón KpsII a aquellos aislados que 

amplificaron para los cebadores kpsII-F y kpsII-R pero no para los cebadores kii-F y kii-R (156).  
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Tabla 12. Clase y función de los genes de virulencia estudiados 

Clase Gen Función 

Adhesinas 

afa/dra Operón de la adhesina específica del Ag Dr 

papG I, II y III 

Subunidades de las fimbrias tipo P 
papA 

papC 

papEF 

iha Adhesina regulada por hierro 

bmaE Adhesina específica del grupo sanguíneo M 

sfa/foc Región central de los operones de sfa ( fimbria S) y foc (fimbria F1C) 

yfcV PƌoteíŶa de adhesióŶ ͞fiŵďƌia –like͟  

Sideróforos 

iutA Receptor de la aerobactina 

iroN Receptor de la salmoquelina 

fyuA Receptor de la yersiniobactina 

Protectinas 

kpsII (K1, K2, K5) Síntesis del polisacárido capsular del grupo 2 (variantes) 

K15 Determinante capsular 

iss Factor de incremento de supervivencia en suero  

cvaC Colicina V 

traT Proteína de Resistencia al suero 

Toxinas 
vat Autotransportador vacuolizante 

sat Autotransportador de toxina secretada  

Otros 

usp Proteína específica uropatogénica 

ompT Proteína exterior de membrana T 

PAI Marcador de isla de patogenicidad 
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Tabla 13. Cebadores y condiciones de amplificación para la detección de genes de 
virulencia mediante PCR 
 

a. Tamaño del amplicón (pb). b. Temperatura de anillamiento (°C). c. Tiempo de extensión (minutos). 

 

PCR Cebadores Diana “ecuencias ;5’-3’Ϳ Pb
a
 Ta

b
 t

c
 Referencia 

Genes de 

virulencia 

papEF-F 
papEF 

GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT 
336 63 0:30 

(12) 

papEF-R AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA 

papGI-F 
papG I 

TCGTGCTCAGGTCCGGAATTT 
461 63 0:30 

papGI-R TGGCATCCCCCAACATTATCG 

papGII-F 
papG II 

GGGATGAGCGGGCCTTTGAT 
190 63 0:30 

papGII-R CGGGCCCCCAAGTAACTCG 

papGIII-F 
papG III 

GGCCTGCAATGGATTTACCTGG 
258 63 0:30 

papGIII-R CCACCAAATGACCATGCCAGAC 

iha-F 
iha 

CTGGCGGAGGCTCTGAGATCA 
827 63 1:00 (128) 

iha-R TCCTTAAGCTCCCGCGGCTGA 

bmaE-F 
bmaE 

ATGGCGCTAACTTGCCATGCTG 
507 63 0:40 (12) 

bmaE-R AGGGGGACATATAGCCCCCTTC 

iroN-F 
iroN 

AAGTCAAAGCAGGGGTTGCCCG 
665 63 0:45 (128) 

iroN-R GACGCCGACATTAAGACGCAG 

usp-F 
usp 

ACATTCACGGCAAGCCTCAG 
440 63 0:30 

(128) 
usp-R AGCGAGTTCCTGGTGAAAGC 

ompT-F 
ompT 

ATCTAGCCGAAGAAGGAGGC 
559 63 0:40 

ompT-R CCCGGGTCATAGTGTTCATC 

malX-F 
malX 

GGACATCCTGTTACAGCGCGCA 
930 63 1:00 (12) 

malX-R TCGCCACCAATCACAGCCGAAC 

iss-F 
iss 

CAGCAACCCGAACCACTTGATG 
323 63 0:30 (128) 

iss-R AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA 

cvaC-F 
cvaC 

CACACACAAACGGGAGCTGTT 
680 63 0:45 (12) 

cvaC-R CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT 

sat-F 
sat 

GCAGCTACCGCAATAGGAGGT 
937 63 1:00 (128) 

sat-R CATTCAGAGTACCGGGGCCTA 

traT-F 
traT 

GGTGTGGTGCGATGAGCACAG 
290 63 0:30 

(12) 
traT-R CACGGTTCAGCCATCCCTGAG 

fyuA-F 
fyuA 

TGATTAACCCCGCGACGGGAA 
880 63 1:00 

fyuA-R CGCAGTAGGCACGATGTTGTA 

K15-F 
K15 

ACGGATTCACGACAAAGCTC 
581 63 0:40 (128) 

K15-R GGCAAATATCGCTTGGGTTA 
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Tabla 14. Cebadores y condiciones de amplificación para la detección de los genes que 
forman el algoritmo ExPEC y UPEC 
 

a. Tamaño del amplicón (pb). b. Temperatura de anillamiento (°C). c. Tiempo de extensión (minutos). 

 Definiciones moleculares de Extraintestinal Pathogenic E. coli (ExPEC) 6.1.1.

y Uropathogenic E. coli (UPEC). 

Se clasificaron los aislados como ExPEC si eran portadores de dos o más de los siguientes 

genes: papA y/o papC (contabilizando como uno), sfa/focDE, afa/dra, iutA, y kpsII (155). Se 

clasificaron como UPEC si eran portadores de 3 o más de los siguientes genes: chuA, fyuA, vat y 

PCR Cebadores Diana “ecuencias ;5’-3’Ϳ Pb
a
 Ta

b
 t

c
 Referencia 

ExPEC 

papA-F 
papA 

ATGGCAGTGGTGTCTTTTGGTG 
720 63 1:00 

(128) 

papA-R CGTCCCACCATACGTGCTCTTC 

papC-F 
papC 

GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA 
200 63 0:30 

papC-R ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA 

sfa/foc-F 
sfa/foc 

CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 
410 63 0:30 

sfa/foc-R CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 

afa/dra-F 
afa/dra 

GGCAGAGGGCCGGCAACAGGC 
559 63 0:40 

afa/dra-R CCCGTAACGCGCCAGCATCTC 

KpsII-F 
kpsII 

GCGCATTTGCTGATACTGTTG 
570 63 1:00 

KpsII-R AGGTAGTTCAGACTCACACCT 

kii-F 
kii 

GCGCATTTGCTGATACTGTTG 
272 63 0:30 

kii-R CATCCAGACGATAAGCATGAGCA 

K1-F 
K1 

TAGCAAACGTTCTATTGGTGC 
153 63 0:30 

K1-R CATCCAGACGATAAGCATGAGCA 

K5-F 
K5 

GCCACCAACTGTCGCAAAA 
809 63 1:00 

K5-R TGTCGCCCAAACAAAAAGATT 

iutA-F 
iutA 

GGCTGGACATCATGGGAACTGG 
300 63 0:30 

iutA-R CGTCGGGAACGGGTAGAATCG 

UPEC 

vat-F 
vat 

TCAGGACACGTTCAGGCATTCAGT 
1100 

63 1:30 (26) 

vat-R GGCCAGAACATTTGCTCCCTTGTT 

fyuA-F 
fyuA 

GTAAACAATCTTCCCGCTCGGCAT 
850 

fyuA-R TGACGATTAACGAACCGGAAGGGA 

chuA-F 
chuA 

CTGAAACCATGACCGTTACG 
652 

chuA-R TTGTAGTAACGCACTAAACC 

yfcV-F 
yfcV 

ACATGGAGACCACGTTCACC 
292 

yfcV-R GTAATCTGGAATGTGGTCAGG 
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yfcV (26). Todos los genes del algoritmo de ExPEC y los genes vat y yfcV del de UPEC se 

incluyeron también en el cómputo del IV (ver apartado anterior). 

 Perfiles de virulencia 6.1.2.

Con los genes detectados, se buscaron perfiles comunes entre las cepas, utilizando RStudio 

versión 1.0.44 (RStudio Team 2016, RStudio: Integrated Development for R. RStudio, Inc., 

Boston, MA) para generar un heatmap con el paquete pheatmaps, que agrupa vectores según 

sus características definidas, en este caso, ausencia o presencia de genes. Se eliminaron para 

este análisis aquellos genes que no estaban presentes en ninguna cepa y aquellos que estaban 

en todas. Así mismo, se contabilizó solo una vez la presencia de distintas variantes del operón 

pap y kpsII.  

 Modelo murino experimental de virulencia 6.2.

De los aislados procedentes del proyecto ITU-BRAS, se seleccionaron todos los aislados 

ST131 productores de BLEE (n = 21) y 27 aislados ST131 no productores de BLEE escogidos 

aleatoriamente, para el estudio in vivo de virulencia en un modelo murino de sepsis ya 

establecido (16). Los experimentos se llevaron a cabo en los laboratorios de investigación de la 

unidad de Enfermedades Infecciosas del Hospital de Veteranos de Minneapolis, en Minnesota 

(EEUU), al cargo del Dr. JR Johnson. Se siguieron las guías de experimentación de dicho 

hospital bajo el protocolo 120603, aprobado por el Comité Institucional de Uso y Cuidado 

Animal local (Institutional Animal Care and Use Committee, IACUC). Los animales se 

mantuvieron en jaulas ventiladas con comida y agua ad libitum, siguiendo ciclos naturales de 

luz-oscuridad, con un número máximo de 10 ratones por jaula. Al finalizar los experimentos 

todos los ratones utilizados, incluyendo controles, fueron eutanizados mediante inhalación de 

dióxido de carbono, y tras comprobar la muerte, autoclavados.  

El protocolo de experimentación empleado fue el siguiente: Hembras de ratón del tipo 

Swiss-Webster, libre de patógenos y outbred, con una media de edad de 60 días y una media 

de peso de 23g, fueron inoculados de forma subcutánea en la nuca con aproximadamente 109 

UFC/ml de bacterias en fase logarítmica de crecimiento en 0.2ml de buffer PBS (phosphated 

buffer saline, tampón salino fosfatado). Se estudió la letalidad en los 3 días siguientes, dos 

veces al día, clasificándose a los ratones según su apariencia externa y su comportamiento en 

5 estadios de afectación: 1 o sano, 2 o levemente enfermo, 3 o moderadamente enfermo, 4 o 

gravemente enfermo y 5 o muerto. Cada aislado se testó en cinco ratones inicialmente, 

seguido de otros cinco si los experimentos iniciales no arrojaron resultados concluyentes, es 
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decir, letalidad o supervivencia de 4 o 5 de los animales testados al final del experimento. Cada 

tanda de experimentos incluyó un control positivo, empleando el aislado CFT073, procedente 

de sepsis urinaria, que causa la muerte en el 80-100% de ratones testados a los 3 días post-

inoculación, y un control negativo, la cepa de laboratorio MG1655, que no causa enfermedad 

aparente o letalidad. 

Tras los tres días se determinó la media de estadios de afectación diarios de cada ratón 

testado con un aislado concreto, y la media de los estadios de los 5 ratones testados por cada 

aislado para hallar el índice de letalidad (IL) de cada aislado. Además, se utilizó como medidor 

de letalidad la ǀaƌiaďle ͞ƌapidez de letalidad͟, sieŶdo considerados ͞rápidos͟ aquellos aislados 

con IL > 3, que implicaba que todos los ratones testados estaban gravemente enfermos o 

muertos tras el primer día post-inoculación.  

El inóculo fue preparado de la siguiente manera: Se sembraron las cepas a estudio en 

medio general de tripticasa-soja con 5% de sangre de carnero (Becton Dickinson, Franklin 

Lakes, New Yersey, EEUU) y se incubaron 48h a temperatura ambiente. Posteriormente se 

seleccionó una colonia de cada cepa y se inocularon en tubos con 10ml de caldo LB (Becton 

Dickinson, Franklin Lakes, New Yersey, EEUU) que se incubaron 24h overnight.  

Del cultivo crecido se aspiraron 200µl que se inocularon en 20ml de caldo LB (Becton 

Dickinson), los cuales se procedió a incubar 3h a 37°C en agitación. Tras pasar las 3h, se 

centrifugó el cultivo a 15.000rpm durante 15 minutos y se desechó el sobrenadante. El pellet 

obtenido se lavó dos veces con 30ml de PBS, centrifugando tras cada lavado a 15.000rpm 

durante 15 minutos. El pellet resultante se resuspendió en 2ml de PBS y se ajustó la densidad 

óptica de la suspensión a 1.0-1.1. De la suspensión de bacterias resultante, se utilizó 200µl 

para inocular a los ratones. 

Para comprobar que los inóculos utilizados estaban dentro de un mismo rango, se 

realizaron las siguientes comprobaciones. De los 2ml de inóculo preparados, se tomaron 10µl y 

se diluyeron en 10ml de PBS. Tras vortear, se tomaron de este tubo 10µl y se pasaron a un 

tubo con otros 10ml de PBS. Finalmente se tomó 1ml y se diluyó en 9ml de PBS, obteniéndose 

una dilución final de 1x107. 

De esta dilución se sembraron por duplicado 100µl en placas de agar tripticasa-soja con 5% 

de sangre de carnero. Estas placas se incubaron 24h a 37°C y se procedió al recuento de 

colonias crecidas, calculándose la concentración de cada inóculo (media de las 
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concentraciones de cada placa) y la dosis total administrada en los 200µl inoculados a los 

ratones (concentración por 200µl) (Figura 13). 

La media del total de los inóculos utilizados fue de 1,11x109 UFC/ml con una desviación 

estándar de 6,77x108. 

Figura 13. Cálculo del inóculo utilizado en el modelo experimental. 
La concentración del inóculo fue igual a la media del recuento de colonias dividido por el volumen 
sembrado multiplicado por el factor de dilución.  

 

7. Análisis estadístico 

Las variables cualitativas dicotómicas se describieron mediante frecuencias y porcentajes y 

las variables cuantitativas fueron descritas con medias y desviación estándar o medianas y 

rango intercuartílico (IQR) según su distribución siguiese o no parámetros de normalidad. Las 

variables se compararon mediante chi cuadrado, test de Fisher, test de Mann-Whitney o 

Kruskal-Wallis según sus características. El criterio para la significación estadística fue de p < 

0.05. Para evitar el error de tipo I en caso de múltiples comparaciones se utilizó el método de 

corrección de Bonferroni. Las correlaciones se analizaron utilizando el método de Spearman. 

Los datos se analizaron mediante el software STATA versión 11 (Stata Statistical Software: 

Release 11. StataCorp LP, College Station, Texas, EE.UU). 
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1. E. coli-BLEE de origen invasivo: prevalencia y características microbiológicas 

En este capítulo se incluyen resultados derivados del desarrollo de parte de los objetivos 1 y 

2. Entre los 425 aislados de E. coli causantes de bacteriemias de origen urinario recogidas en el 

seno del proyecto ITUBRAS se detectaron 39 aislados productores de BLEE (9.2%) y 75 E. coli-

ST131 (18%). De entre los productores de BLEE, 21 eran ST131 por lo que este clon de alto 

riesgo representa el 54% de los E. coli-BLEE. El hospital con mayor porcentaje de BLEEs fue el 

Complejo Hospitalario de Pontevedra (15%), seguido del Hospital Universitario Ramón y Cajal 

(13%). Por el contrario, los hospitales universitarios Virgen Macarena y Hospital del Mar 

obtuvieron las menores tasas de prevalencia de BLEEs, con 3% y 4% respectivamente (Tabla 

15). 

 

Tabla 15. Prevalencia de E. coli-BLEE entre los aislados invasivos de cada hospital 
participante en el proyecto ITU-BRAS 

Hospital E. coli E. coli-BLEE (%) 

H. U. Gregorio Marañón 71 8 (11) 

H. U. Ramón y Cajal 62 8 (13) 

H. U. Virgen Macarena 34 1 (3) 

H. U. Marqués de Valdecilla 47 4 (8) 

H. del Mar 76 3 (4) 

H. de la Santa Creu i Sant Pau 37 4 (11) 

Complejo Hospitalario de Pontevedra 53 8 (15) 

H. U. Mutua Terrasa 45 3 (7) 

Total 425 39 (9) 

 

 Estructura poblacional de E. coli-BLEE 1.1.

De los 39 aislados productores de BLEEs, 21 (54%) pertenecían al filogrupo B2, siendo este 

filogrupo el más frecuente seguido del B1 con 9 (23%) aislados. El resto de aislados se 

distribuyó entre los filogrupos A, C y D; con un aislado no tipable.  

Todos los aislados clasificados en el filogrupo B2 se agruparon dentro de ST131. Por el 

contrario, en el resto de filogrupos se observó una mayor diversidad poblacional, ya que los 

aislados del filogrupo B1 se agruparon en 6 STs (ST224, ST156, ST359, ST448, ST453 y ST57) y 

los aislados de los filogrupos restantes se distribuyeron en 10 STs diferentes (Tabla 16). 
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La subtipificación de los 21 aislados ST131 puso de manifiesto que el 95% de estos 

pertenecían al subclón H30Rx-O25b y solo un aislado se clasificó como no-H30 (H41-O16). 

Ningún aislado fue clasificado como H30 no-Rx.  

De los 18 aislados no-ST131, los pertenecientes al filogrupo A (n = 3) agruparon los dos 

aislados negativos para fimH, y un aislado H54. El filogrupo B1 incluyó una gran variedad de 

alelos (H35, H38 y H39 con dos aislados cada uno y H24, H31 y H61 con un aislado) mientras 

que el filogrupo D (n = 3) solo presentó dos alelos distintos, H27 (n =2) y H54. Los dos únicos 

aislados del filogrupo C eran H24 y el aislado cuyo filogrupo no pudo ser tipado (ST1011) 

codificó para el alelo H30. 

 

Tabla 16. Grupo filogenético, ST y alelo fimH de los aislados invasivos recogidos en el 
proyecto ITU-BRAS 

Filogrupo ST fimH N° Aislados 

A 

ST167 H54 1 

ST361 Neg 1 

ST609 Neg 1 

B1 

ST57 H24 1 

ST156 H38 2 

ST224 H38 (2)/H61 3 

ST359 H35 1 

ST448 H35 1 

ST453 H31 1 

B2 ST131 H30 21 

C ST410 H24 2 

D 

ST69 H27 1 

ST405 H27 1 

No tipable H54 1 

No tipable ST1011 H30 1 

 

 

El análisis de la clonalidad mediante PFGE mostró la agrupación de los aislados B2-ST131 en 

un clúster (Clúster A, n = 21) con 68% de similitud dentro del cual los aislados H30Rx estaban 
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agrupados entre sí (clúster A1, 71% de similitud) y separados del aislado no-H30 (Figura 14). 

Dentro del clúster A1 se observó la agrupación de todos los aislados ST131 del Hospital Ramón 

y Cajal con una similitud del 83%.  

Figura 14. Dendrograma y principales características de los aislados invasivos E. coli-BLEE 
incluidos en el proyecto ITU-BRAS. 
H (Hospital participante): 3= H. Gregorio Marañón; 4= H. del Mar; 5= H. Marqués de Valdecilla; 7= H. Ramón y 
Cajal; 8: H. de la Santa Creu; 9:H. Virgen Macarena; 10: Complejo Hospitalario de Pontevedra; 11= Mutua 
Terrassa. Filo: Grupo filogenético. O-T: Tipado de O (X = No disponible). No-tip/No-t.= No tipable. Un aislado 
no pudo ser tipado por PFGE. El círculo en rojo marca un clúster de aislados del H. Ramón y Cajal 
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Los aislados no-ST131 se agruparon principalmente en los clúster B (n = 10, 59% de 

similitud) y C (n = 6, 57% de similitud). La mayoría de aislados pertenecientes a los filogrupos 

B1 y C se incluyeron en el clúster B, mientras que el clúster C contenía aislados de los 

filogrupos A, D y B1. 

 Sensibilidad a antibióticos  1.2.

Los porcentajes de resistencia a los distintos antibióticos fueron en general elevados (Figura 

15), aunque todos los aislados fueron sensibles a tigeciclina, imipenem y meropenem. De la 

familia de los betalactámicos, el 90% (35/39) de los aislados fueron resistentes a cefotaxima, 

59% (23/39) a cefepima, 54% (21/39) a ceftazidima y 8% (3/39) a cefoxitina. En cuanto a los 

inhibidores, el 33% (13/39) de los aislados fueron resistentes a amoxicilina-clavulánico y el 20% 

(8/39) a piperacilina-tazobactam. Los porcentajes de resistencia a quinolonas fueron también 

muy altos, tanto para el ácido nalidíxico (97%, 38/39) como para el ciprofloxacino (95%, 

37/39). De los aminoglucósidos analizados, la tobramicina presentó el mayor porcentaje de 

resistencias (59%, 23/39) seguida de la gentamicina y la amicacina, ambas con el 31% (12/39) 

de los aislados resistentes. Se observaron diversos fenotipos, de los cuales el más frecuente 

fue el de sensibilidad a los 3 aminoglucósidos (41%). De los fenotipos de resistencia, fueron 

igualmente frecuentes (28%) los que mostraban resistencia a la tobramicina y amicacina pero 

no a la gentamicina (TA) y los que mostraban resistencia a gentamicina y tobramicina pero no 

a la amicacina (GT).  

Figura 15. Porcentaje de aislados invasivos E. coli-BLEE resistentes (intermedio más 
resistente, I+R) a cada antibiótico recogidos en el proyecto ITU-BRAS.  
PTZ: Piperacilina-Tazobactam. AMC: Amoxicilina-clavulánico. CTX: Cefotaxima. CAZ: Ceftazidima. CEP: 
Cefepima. FOX: Cefoxitina. NAL: Ácido nalidíxico. CIP: Ciprofloxacino. GEN: Gentamicina. TOB: 
Tobramicina. AMK: Amicacina. STX: Cotrimoxazol. Todos los aislados fueron sensibles a imipenem, 
meropenem y tigeciclina. 
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Los aislados pertenecientes al clon de alto riesgo E. coli-ST131 presentaron mayores 

porcentajes de resistencia a la mayoría de los antibióticos en comparación con los no-ST131, 

pero sin diferencias significativas excepto en la resistencia a tobramicina (p < 0.001) y 

amicacina (p = 0.002), donde los porcentajes de resistencia fueron mayores entre los ST131 

(90%, 19/21 y 52%, 11/21) que entre los no ST131 (22%,4/18 y 6%, 1/18) (Figura 16). El 

fenotipo de sensibilidad a los 3 aminoglucósidos fue más frecuente entre los no-ST131 (78%, 

14/18 vs. 10%, 2/21), mientras que el fenotipo TA predominó entre los ST131 (48%, 10/21 vs. 

6%, 1/18) (p < 0.001). 

 

 

 

 Caracterización molecular de BLEEs 1.3.

De entre los 39 aislados productores de BLEE, la enzima más frecuentemente codificada fue 

CTX-M-15 (21/39, 54%), seguida de CTX-M-14 (11/39, 28%), SHV-12 (5/39, 13%) y CTX-M-1 

(2/39, 5%). CTX-M-15 fue significativamente más frecuente entre los ST131 (20/21, 95%) que 

en los no-ST131, mientras que en estos últimos predominó la CTX-M-14 (10/18, 56%) (p < 

0.01). Es de resaltar que el único aislado ST131 que no producía CTX-M-15 era el perteneciente 

al subclón no-H30 y codificaba CTX-M-14. Además, los aislados que codificaban para CTX-M-15 

Figura 16. Porcentaje de aislados invasivos E. coli-BLEE ST131 y no-ST131 resistentes (I+R) a 
antibióticos recogidos en el proyecto ITUBRAS.  
PTZ: Piperacilina-Tazobactam. AMC: Amoxicilina-clavulánico. CTX: Cefotaxima. CAZ: Ceftazidima. CEP: 
Cefepima. FOX: Cefoxitina. NAL: Ácido nalidíxico. CIP: Ciprofloxacino. GEN: Gentamicina. TOB: Tobramicina. 
AMK: Amicacina, STX: Cotrimoxazol. Todos los aislados fueron sensibles a imipenem, meropenem y tigeciclina. 
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presentaban mayor porcentaje de resistencia a amoxicilina-clavulánico y piperacilina-

tazobactam (48% y 29% respectivamente), aminoglucósidos (gentamicina 43%, tobramicina 

90% y amicacina 52%) y cotrimoxazol (76%) que aquellos que codificaban CTX-M-14 siendo 

estadísticamente significativas estas diferencias para tobramicina (Tabla 17). 

 

Tabla 17. Porcentaje de aislados E. coli resistentes (I+R) a antibióticos según el tipo de 
BLEE codificada del total de aislados invasivos E. coli-BLEE recogidos en el proyecto ITU-BRAS 

Antibióticos 

 Nº aislados (%) E. coli-BLEE no sensibles  

CTX-M-15 

n = 21 

CTX-M-14 

n =11 

SHV-12 

n =5 

CTX-M-1 

n = 2 

valor de 

p
a*

 

Valor de 

p
b
* 

PTZ 6 (29) 1 (9) 1 (20) 0 (0) 0.67 0.37 

AMC 10 (48) 1 (9) 2 (40) 0 (0) 0.12 0.05 

CTX 17 (81) 11 (100) 5 (100) 2 (100) 0.46 0.27 

CAZ 12 (57) 4 (36) 5 (100) 0 (0) 0.04 0.46 

CEP 14 (67) 8 (73) 0 (0) 1 (50) 0.02 1.0 

FOX 0 (0) 2 (18) 1 (20) 0 (0) 0.14 0.11 

NAL 21 (100) 11 (100) 4 (80) 2 (100) 0.18 NA
c
 

CIP 21 (100) 10 (91) 4 (80) 2 (100) 0.26 0.34 

GEN 9 (43) 1 (9) 0 (0) 2 (100) 0.01 0.12 

TOB 19 (90) 2 (18) 0 (0) 2 (100) <0.001 <0.001 

AMK 11 (52) 1 (9) 0 (0) 0 (0) 0.02 0.02 

STX 16 (76) 6 (55) 2 (40) 0 (0) 0.09 0.25 

a
Comparación global. 

b
Comparación entre aislados productores de CTX-M-15 y CTX-M-14. 

c
NA-No es 

aplicable la comparación por ser todos los aislados resistentes en ambos grupos. * Los valores de p 
estadísticamente significativos están en negrita. Se consideró significativo un valor de p < 0.01. PTZ: 
Piperacilina-Tazobactam. AMC: Amoxicilina-clavulánico. CTX: Cefotaxima. CAZ: Ceftazidima. CEP: 
Cefepima. FOX: Cefoxitina. NAL: Ácido nalidíxico. CIP: Ciprofloxacino. GEN: Gentamicina. TOB: 
Tobramicina. AMK: Amicacina, STX: Cotrimoxazol. Todos los aislados fueron sensibles a imipenem, 
meropenem y tigeciclina. 

 

 Genotipo de virulencia 1.4.

Tras el análisis del genotipo de virulencia de los 39 aislados E. coli-BLEE, se observó la 

presencia de al menos un factor de virulencia (FV) en todos los aislados menos uno. En 

general, los FVs detectados con mayor frecuencia fueron iutA y traT con un 87% (34/39) y 80% 

(31/39) de aislados positivos respectivamente. Por el contrario, la presencia de los FV bmaE, 

sfa/foc, la variante K1 de kpsII y los alelos I y III de papG no se detectó en ningún aislado. De 

entre todos los FVs testados, 11 estaban asociados de forma significativa al clon de alto riesgo 
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ST131 (ST131 vs. no-ST131: iha: 100% vs. 17%, usp: 100% vs. 6%, ompT: 100% vs. 17%, sat: 

100% vs. 0%, papA: 52% vs. 11%, PAI: 100% vs. 11%, kpsII: 95% vs. 28%, K2: 81% vs. 17%, iutA: 

100% vs. 72%, fyuA: 100% vs. 44%, y yfcV: 100% vs. 6%) y solo dos, iss (10% vs. 50%) e iroN 

(10% vs. 61%) estaban asociados a no-ST131 (Figura 17). 

Figura 17. Genes de virulencia detectados en aislado invasivos E. coli-BLEE recogidos en el 
proyecto ITU-BRAS. 

bmaE, sfa/foc, K1, y los alelos I y III de papG fueron negativos en todos los aislados. 

 

 Análisis del índice de virulencia 1.4.1.

Globalmente, el índice de virulencia (IV) de los aislados E. coli-BLEE de origen invasivo fue 

alto, con una mediana de 10 (IQR 4-14). Al relacionar el IV con el grupo filogenético se 

observaron diferencias significativas entre los aislados agrupados en los distintos filogrupos (p 

< 0.001) siendo los aislados pertenecientes al filogrupo B2 aquellos que presentaron mayor IV 

(mediana 13, IQR 11-14) seguidos de los aislados del filogrupo D (mediana 9, IQR 8-11). El 

aislado cuyo filogrupo no pudo ser tipado presentaba también un IV alto (mediana 10) 

mientras que las medianas de IV de los aislados de los filogrupos A, B1 y C fueron todas 

menores de 5 (mediana de 2, 4 y 3.5 respectivamente) (Figura 18).  
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Igualmente, al relacionar el IV con las STs, se observaron diferencias significativas entre los 

aislados pertenecientes al clon de alto riego ST131 (mediana 13, IQR 11-14) y no-ST131 

(mediana 4, IQR 3-8) (p < 0.01) (Figura 19). Dentro de la población de ST131, aunque el escaso 

número de aislados impidió una comparación adecuada entre los IV de los aislados H30Rx y el 

aislado no-H30 (p = 0.16), los aislados pertenecientes al clado H30 presentaron un IV mayor 

(mediana 13.5, IQR 11-14 versus mediana 10). Así mismo, los aislados productores de CTX-M-

15 presentaron una mediana de IV mayor (13, IQR 11-14) que el resto de aislados que 

producían otros tipos de BLEE (mediana de IV de 4) (p < 0.001).  

Figura 19. Gráfico de cajas y bigotes del índice de virulencia según pertenencia al E. coli-
ST131 de los aislados invasivos E. coli-BLEE recogidos en el proyecto ITU-BRAS.  

IV: Índice de virulencia. 

Figura 18. Gráfico de cajas y bigotes del índice de virulencia según filogrupo 
de los aislados invasivos E. coli-BLEE recogidos en el proyecto ITU-BRAS.  
IV: Índice de virulencia 
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 Prevalencia de ExPEC y UPEC entre los aislados E. coli-BLEE de origen 1.4.2.

invasivo 

Del total de aislados E. coli-BLEE, 67% (26/39) eran ExPEC y 59% (23/39) eran UPEC. De los 

26 aislados ExPEC, a su vez, 85% (22/26) cumplían criterios de UPEC y un aislado UPEC no se 

clasificó como ExPEC. En función del grupo filogenético, todos los aislados del filogrupo D y el 

95% (20/21) de los aislados del filogrupo B2 fueron clasificados como ExPEC, mientras que 

todos los aislados de los filogrupos A y C, y el 78% (7/9) de los aislados del filogrupo B1 se 

clasificaron como no-ExPEC (p< 0.001). Además, todos los aislados del filogrupo B2 y el 67% 

(2/3) de los aislados del filogrupo D se clasificaron como UPEC, mientras que ninguno de los 

aislados de los filogrupos A, B1 y C lo hizo (p < 0.001). 

Todos los aislados E. coli-BLEE-ST131 se clasificaron como ExPEC menos el aislado 

perteneciente al subclón no-H30. Sin embargo, todos los aislados ST131, independientemente 

del subclón, se clasificaron como UPEC. De los aislados no-ST131 solo el 33% (6/18) se 

clasificaron como ExPEC y el 11% (2/18) como UPEC (p < 0.01 para ambas comparaciones).  

Los aislados clasificados como ExPEC presentaron un IV mayor que los aislados no-ExPEC 

(mediana 11, IQR 10-14 versus mediana 3.5, IQR 2.5-4; p < 0.001). De la misma forma, los 

aislados considerados UPEC presentaron también un IV mayor (mediana 13 IQR 10-14 versus 

mediana 4, IQR 2.5-5.5; p < 0.01). Es de destacar que esto sucedía incluso entre los aislados no-

ST131, de los cuales aquellos que fueron clasificados como ExPEC o UPEC presentaron una 

mediana de IV mayor que aquellos que no fueron clasificados en esos grupos (Figura 20). 

Figura 20. Gráfico de cajas y bigotes del índice de virulencia de los aislados 
invasivos E. coli-BLEE recogidos en el proyecto ITU-BRAS según su clasificación en 
ST131, ExPEC y UPEC. 
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 Perfiles de virulencia 1.4.3.

El análisis mediante heatmap representando los FVs estudiados mostró una gran variedad 

de perfiles de FV distintos (n = 24). De los 24 perfiles encontrados, 75% (18/21) estuvieron 

formados solo por un aislado, 4 perfiles estaban formados por dos aislados, un perfil por 

cuatro y otro por nueve aislados. 

E. coli-BLEE no-ST131 se asoció con una mayor diversidad de perfiles (n =16) respecto a la 

población E. coli-BLEE-ST131 (n = 8). Dentro de ST131, en el subclón H30Rx se observó un perfil 

mayoritario (n = 9) caracterizado principalmente por la positividad del operón pap y traT y la 

ausencia de afa/dra frente a otros aislados ST131. Todos los perfiles de los aislados ST131 se 

agruparon en un clúster, mientras que los aislados no-ST131 se agruparon mayoritariamente 

en otro (Figura 21). 

 

 

Figura 21. Heatmap con los genes de virulencia de los aislados invasivos E. coli-BLEE del 
proyecto ITU-BRAS.  
Se excluyeron aquellos genes ausentes en todos los aislados. Se consideró kpsII positivo si el aislado fue 
positivo a kspII o cualquiera de sus variantes. El operón pap se consideró positivo si el aislado fue 
positivo a papA, papC, papEF o papG (cualquiera de sus alelos). La presencia del gen estudiado está 
representada por el cuadrado rojo (1), y la ausencia por el cuadrado verde (0). 
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2. E. coli-ST131 de origen invasivo 

En este apartado se incluyen resultados obtenidos en el desarrollo de parte de los objetivos 

1 y 2. Dada la elevada prevalencia del clon de alto riesgo ST131 entre la población de E. coli-

BLEE, el cribado de este clon se amplió al resto de aislados de la colección para estimar su 

prevalencia global independientemente de la presencia o no de BLEE. 

Entre los 425 aislados de E. coli procedentes de bacteriemias de origen urinario del 

proyecto ITUBRAS se detectaron 75 E. coli-ST131 (17.6%) de los cuales 21 eran productores de 

BLEE y cuyas características microbiológicas se han descrito en el apartado 1. La prevalencia de 

ST131 fue variable según cada hospital, oscilando entre el 11% (8/71) en el Hospital Gregorio 

Marañón de Madrid al 30% (11/37) en el Hospital de la Santa Creu i Sant Pau de Barcelona 

(Cataluña) (Tabla 18). 

 

Tabla 18. Prevalencia de ST131 entre los aislados E. coli invasivos de cada hospital 
participante en el proyecto ITU-BRAS 

Hospital E. coli E. coli-ST131 (%)* 

H. U. Gregorio Marañón 71 8 (11) 

H. U. Ramón y Cajal 62 13 (21) 

H. U. Virgen Macarena 34 5 (15) 

H. U. Marqués de Valdecilla 47 7 (15) 

H. del Mar 76 12 (16) 

H. de la Santa Creu i Sant Pau 37 11 (30) 

Complejo Hospitalario de Pontevedra 53 13 (24) 

H. U. Mutua Terrasa 45 6 (13) 

Total 425 75 (18) 

*Porcentaje de aislados ST131 de cada hospital 

 Estructura poblacional de E. coli-ST131 2.1.

La subtipificación de los 75 aislados invasivos pertenecientes al clon de alto riesgo ST131 

agrupó al 72% (54/75) de los aislados en el clado H30 y al 28% (21/75) en el subclón no-H30. 

De los aislados H30, el 24% (13/54) fueron clasificados como H30 no-Rx y el 76% (41/54) como 

H30Rx (Figura 22). 
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El análisis de la clonalidad por PFGE identificó un clúster arbitrariamente llamado Clúster A, 

(n = 27, 70% de similitud) que agrupaba al 61% (24/41) de los aislados H30Rx, mientras que los 

aislados H30 no-Rx se situaron junto con el resto de aislados H30Rx en el Clúster B (n = 26, 70% 

de similitud). En el Clúster A se agruparon todas las cepas de E. coli-BLEE productoras de CTX-

M-15 descritas en el apartado anterior. Por el contrario, los aislados no-H30 se distribuyeron 

en pequeños clústeres no relacionados entre sí (Figura 23), entre los que destacó el clúster C 

con casi todos los aislados no-H30-O16 (n = 8, 73% de similitud). 

En cuanto a la caracterización del serotipo O y el alelo fimH se observó que la mayoría 

(85%, 64/75) de aislados de E. coli-ST131 pertenecían al serotipo O25 y tan solo un 11% (8/75) 

eran O16. Todos los aislados que codificaban el alelo H30 de fimH (72%, 54/75) eran O25b. 

Entre los aislados no-H30, H41 era el alelo más común (38%, 8/21), seguido de H22 (29%, 

6/21). Todos los aislados H41 eran O16, todos los H22 eran O25b mientras que el resto de 

aislados no-H30 eran O25b excepto un aislado H106 y los dos aislados H27 que no fueron 

positivos para O25b ni para O16 (p < 0. 01). 

 

No-H30
28%

H30 no-Rx
17%

H30Rx
55%

H30
72%

Figura 22. Tipificación de los aislados invasivos E. coli-ST131 recogidos en 
el proyecto ITU-BRAS 
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Subtipado 

Figura 23. Dendrograma y características principales de los 75 aislados 
invasivos E. coli-ST131 recogidos en el proyecto ITU-BRAS. H (Hospital 

participante): 3= H. Gregorio Marañón; 4= H. del Mar; 5= H. Marqués de Valdecilla; 7= 
H. Ramón y Cajal; 8: H. de la Santa Creu; 9:H. Virgen Macarena; 10: Complejo 
Hospitalario de Pontevedra; 11= Mutua Terrassa. O-T: Tipado de O: Non= negativo para 
O25b y O16. BLEE: 0 (el aislado no codificaba para BLEE). Un aislado no pudo ser tipado 
por PFGE 
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 Sensibilidad a antibióticos 2.2.

Los aislados E. coli-ST131 de origen invasivo (incuyendo en el análisis a los productores de 

BLEE) presentaron en general un alto porcentaje de resistencia a quinolonas (ácido nalidíxico 

92%, ciprofloxacino 76%), aminoglucósidos (tobramicina 48%, gentamicina 28% y amicacina 

21%) y cotrimoxazol (57%) (Figura 24). Por el contrario, todos los aislados fueron sensibles a 

cefoxitina, tigeciclina, imipenem y meropenem.  

 

 

 

 

Se observaron variaciones en los porcentajes de resistencia a las diferentes familias de 

antimicrobianos entre los distintos clados de ST131. De esta forma, los aislados pertenecientes 

al clado H30 (n = 54) fueron más resistentes a las cefalosporinas de amplio espectro 

(cefotaxima 33%, ceftazidima 24% y cefepima 28%) que los no-H30 (cefotaxima 5%, 

ceftazidima 0% y cefepima 5%) con tendencia a la significación (p = 0.02 para cefotaxima y 

ceftazidima, p = 0.03 para cefepima, tras la corrección de Bonferroni se consideró significativo 

un valor de p < 0.01). Este resultado se relaciona con la mayor presencia de BLEE entre la 

subpoblación de H30Rx (49% de los aislados fueron productores de BLEE) que en los otros 

subclones. Igualmente, el predominio de aislados H30 resistentes a amoxicilina-clavulánico y 

piperacilina-tazobactam fue a expensas principalmente de aislados H30Rx productores de BLEE 

(71% y 86% de los aislados del clado H30 resistentes a amoxicilina-clavulánico y piperacilina-

tazobactam respectivamente). 
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Figura 24 Porcentaje de aislados invasivos E. coli-ST131 resistentes (I+R) a 
antibióticos recogidos en el proyecto ITUBRAS.  
PTZ: Piperacilina-Tazobactam. AMC: Amoxicilina-clavulánico. CTX: Cefotaxima. CAZ: Ceftazidima. 
CEP: Cefepima. NAL: Ácido nalidíxico. CIP: Ciprofloxacino. GEN: Gentamicina. TOB: Tobramicina. 
AMK: Amicacina, STX: Cotrimoxazol. Todos los aislados fueron sensibles a cefoxitina, imipenem, 
meropenem y tigeciclina. 
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Además, los aislados H30 presentaron mayores porcentajes de resistencia a quinolonas que 

los no-H30 (ácido nalidíxico 100% vs. 71% y ciprofloxacino 100% vs. 14%, p < 0.001 ambas 

comparaciones). Esta diferencia se mantuvo significativa incluso al excluir del análisis los 

aislados productores de BLEE, ya que en este caso el 70% de aislados no-H30 fueron 

resistentes al ácido nalidíxico frente al 100% de los aislados H30 (p = 0.002), mientras que solo 

el 10% de aislados no-H30 fueron resistentes a ciprofloxacino 10% frente al 100% de los 

aislados H30 (p < 0.001).  

Igualmente, las diferencias entre los aislados no-H30 y H30 en porcentajes de resistencia a 

aminoglucósidos (gentamicina 5% vs. 37%, amicacina 0% vs. 30% y tobramicina 5% vs. 65%) se 

mantuvieron significativas para gentamicina y tobramicina tanto incluyendo los aislados 

productores de BLEE (p = 0.004 para gentamicina y p < 0.001 para tobramicina) como sin 

incluirlos: gentamicina 5% vs. 32% (p = 0.02) y tobramicina 5% vs. 47% (p = 0.002). No ocurrió 

lo mismo con la amicacina: 0% vs 15% (p = 0.14). 

Sin embargo, analizando los subclones incluidos en el clado H30 por separado, se observó 

que los aislados H30 no-Rx presentaron menores porcentajes de resistencia a cefalosporinas 

de amplio espectro que los H30Rx (cefotaxima, ceftazidima y cefepima 0% vs. 44%, 32% y 37% 

respectivamente, p < 0.02 para cefotaxima y cefepima, p = 0.024 para ceftazidima) e incluso 

menores que los de los aislados no-H30 en el caso de cefotaxima y cefepima (5% ambos, p > 

0.05) (Figura 25).  

Además, no se observaron diferencias significativas en los porcentajes de resistencia a 

quinolonas entre los aislados H30Rx y los no-Rx (ácido nalidíxico y ciprofloxacino ambos 100%), 

pero sí entre los aislados de estos subclones y los no-H30 (ácido nalidíxico 71%, ciprofloxacino 

15%, p < 0.01 en ambas comparaciones). 

En el caso de los aminoglucósidos, los aislados del subclón H30Rx presentaron un 

porcentaje de resistencia a amicacina superior al de los otros subclones (39% vs. 0%, p = 

0.006). Igualmente, los porcentajes de resistencia a tobramicina fueron significativamente 

mayores en los aislados H30Rx (68%) frente a los no-H30 (5%, p = 0.002) aunque no frente a 

los H30 no-Rx (54%, p > 0.05). Por el contrario, los aislados que presentaron mayor porcentaje 

de resistencia a gentamicina fueron los pertenecientes al subclón H30 no-Rx (54%) pero las 

diferencias solo fueron significativas frente a los aislados no-H30 (5%) (p = 0.002). Analizando 

los fenotipos de resistencia, se observó que los aislados resistentes a tobramicina y amicacina 

pero sensibles a gentamicina (fenotipo TA) representaban el 37% de los aislados H30Rx y no se 
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encontró este fenotipo en los otros subclones (p < 0.01). El fenotipo más frecuente en los no-

H30 fue el de sensibilidad a los tres antibióticos (S, 95%), mientras que los aislados H30 no-Rx 

presentaron los fenotipos S (46%) y de resistencia a gentamicina y tobramicina (GT, 54%). 

En cuanto a las resistencias a cotrimoxazol, no se observaron diferencias significativas entre 

clados ni entre subclones, aunque el subclón H30Rx agrupó mayor número de aislados 

resistentes (68%) mientras que solo el 31% de aislados del subclón H30 no-Rx fueron 

resistentes a este antibiótico. 

Los aislados E. coli-ST131 productores de BLEE (n = 21) se encontraron en su mayoría en el 

subclón H30Rx (95%, 20/21) representando casi la mitad (49%, 20/41) del total de aislados 

detectados de este subclón y codificando todos ellos CTX-M-15. Solo un aislado no-H30 

codificó CTX-M-14, mientras que no se detectó ningún aislado H30 no-Rx productor de BLEE. 

Estos aislados han sido descritos en el apartado 1.3 de Resultados. 

Figura 25. Porcentaje de aislados invasivos E. coli-ST131 resistentes (I+R) a antibióticos 
recogidos en el proyecto ITU-BRAS según subclón. 
Todos los aislados fueron sensibles a cefoxitina, imipenem, meropenem y tigeciclina. PTZ: Piperacilina-
Tazobactam. AMC: Amoxicilina-clavulánico. CTX: Cefotaxima. CAZ: Ceftazidima. CEP: Cefepima. NAL: 
Ácido nalidíxico. CIP: Ciprofloxacino. GEN: Gentamicina. TOB: Tobramicina. AMK: Amicacina, STX: 
Cotrimoxazol. 
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 Análisis del genotipo de virulencia de los aislados E. coli-ST131 de origen 2.3.

invasivo 

Todos los aislados E. coli-ST131 fueron positivos para al menos siete de los genes de 

virulencia estudiados. Los genes encontrados más frecuentemente fueron yfcV (99%, 74/75) y 

fyuA (96%, 72/75) mientras que por el contrario los FV bmaE y papGI no fueron positivo en 

ningún aislado (Figura 26). 

En general, la mayoría de genes de virulencia estudiados fueron detectados con mayor 

frecuencia en los aislados del clado H30 que los no-H30 (Figura 27), pero solo los genes PAI 

(96%, 52/54 vs. 62%, 13/21), sat (87%, 47/54 vs. 52%, 11/21) e iha (70%, 38/54 vs. 19%, 4/21) 

pƌeseŶtaƌoŶ difeƌeŶĐias sigŶifiĐatiǀas ;p ≤ Ϭ.ϬϬϭ paƌa todas las ĐoŵpaƌaĐioŶesͿ. 

Particularmente llamativa fue la ausencia de genes pertenecientes al operón pap en el subclón 

H30 no-Rx, mientras que en el resto de aislados del clado H30, pero pertenecientes al subclón 

H30Rx, sí se detectaron estos genes en un porcentaje importante (36%, 15/41, p = 0.01), al 

igual que en los aislados no-H30 (57%, 12/21, p < 0.01).  

 

 

Figura 25. Porcentaje de genes de virulencia detectados en los aislados invasivos E. coli-

ST131 recogidos en el proyecto ITU-BRAS.  
bmaE y papGI no fueron positivos en ningún aislado. papG indica todos los aislados positivos para 
cualquier alelo. 
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Igualmente interesante fue la distribución de variantes de kpsII (K1, K2 y K5) entre los 

subclones. Mientras que los aislados H30 no-Rx solo presentaron la variante K5 (n = 3), los 

aislados no-H30 y H30Rx mostraron una mayor diversidad de variantes, si bien ningún aislado 

no-H30 fue positivo a K5 (Tabla 19).  

 

 Índice de virulencia (IV) de E. coli-ST131 de origen invasivo 2.3.1.

No hubo diferencias significativas en el IV entre los aislados no-H30 (mediana 10, IQR 9-11) 

y los H30 (mediana 10, IQR 9-13) (p = 0.27). Sin embargo los aislados H30 no-Rx presentaron 

una mediana de IV menor (9, IQR 9-9) que los pertenecientes al subclón H30Rx (mediana 11, 

IQR 10-14) (p = 0.002) (Figura 28). Los aislados productores de BLEE presentaron mayor IV que 

los no productores (mediana de IV de 13 vs. 9, p < 0.001). 

 

 

Figura 26. Distribución por subclones de los genes de virulencia 
detectados en los aislados invasivos E. coli-ST131 del proyecto ITU-BRAS. 
 papG indica todos los aislados positivos para cualquier alelo. 
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 Prevalencia de ExPEC y UPEC en E. coli-ST131 de origen invasivo 2.3.2.

La mayoría de aislados E. coli-ST131 fueron clasificados como ExPEC (84%, 63/75) y UPEC 

(99%, 74/75). Todos los aislados ExPEC menos uno (98%, 62/63) fueron clasificados como 

UPEC, pero 16% (12/74) de los aislados UPEC no se clasificaron como ExPEC. No hubo 

diferencias significativas entre el número de aislados clasificados como ExPEC comparando los 

clados no-H30 y H30 (86% vs. 82%, p = 1.0), pero solo el 54% de los aislados H30 no-Rx fueron 

clasificados como ExPEC vs. el 93% de los aislados H30Rx (p = 0.004) (Figura 29).  

 

 

Figura 27. Gráfico de violín para el índice de virulencia según subclón de los aislados 

invasivos E. coli-ST131 recogidos en el proyecto ITU-BRAS. IV: Índice de virulencia. 
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Tabla 19. Genes de virulencia detectados en los aislados invasivos E. coli-ST131 del 
proyecto ITU-BRAS según clado y subclón 

Genes de 

virulencia 

Nº aislados (%) E. coli-ST131 
valor de p* 

No-H30 

n = 21 

H30 

n = 54 

H30 no-Rx 

n =13 

H30Rx 

n =41 
No-H30 

vs. H30 

No-H30 

vs. H30 

no-Rx 

No-H30 

vs. H30 Rx 

H30 no-

Rx vs. Rx 

afa/dra 5 (24) 13 (24) 0 (0) 13 (32) 0.98 0.13 0.52 0.024 

papA 8 (38) 15 (28) 0 (0) 15 (37) 0.38 0.013 0.91 0.011 

papC 11 (52) 14 (26) 0 (0) 14 (34) 0.03 0.002 0.17 0.013 

papEF 9 (43) 14 (26) 0 (0) 14 (34) 0.15 0.006 0.5 0.013 

papGII 4 (19) 14 (26) 0 (0) 14 (34) 0.76 0.14 0.25 0.013 

papGIII 1 (5) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0.28 1.0 0.34 NA 

iha 4 (19) 38 (70) 8 (62) 30 (73) < 0.001 0.025 < 0.001 0.42 

sfa/foc 2 (10) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0.08 0.51 0.11 NA 

yfcV 20 (95) 54 (100) 13 (100) 41 (100) 0.28 1.0 0.34 NA 

iutA 18 (86) 50 (93) 12 (92) 13 (93) 0.39 1.0 0.4 1.0 

iroN 6 (29) 7 (13) 0 (0) 7 (17) 0.11 0.06 0.29 0.18 

fyuA 18 (86) 54 (100) 13 (100) 41 (100) 0.02 0.27 0.035 NA 

kpsII 17 (81) 46 (85) 8 (62) 38 (93) 0.73 0.25 0.21 0.015 

K1 2 (10) 1 (2) 0 (0) 1 (2) 0.19 0.51 0.26 1.0 

K2 5 (24) 26 (48) 0 (0) 26 (63) 0.06 0.13 0.003 < 0.001 

K5 0 (0) 8 (15) 3 (23) 5 (12) 0.1 0.05 0.16 0.38 

K15 1 (5) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0.28 1.0 0.34 NA 

iss 7 (33) 8 (15) 1 (8) 7 (17) 0.11 0.12 0.15 0.66 

cvaC 1 (5) 3 (6) 1 (8) 2 (5) 1.0 1.0 1.0 1.0 

traT 17 (81) 44 (82) 11 (85) 33 (81) 1.0 1.0 1.0 1.0 

vat 2 (10) 1 (2) 0 (0) 1 (2) 0.19 0.51 0.26 1.0 

sat 11 (52) 47 (87) 12 (92) 35 (85) 0.001 0.024 0.005 1.0 

usp 18 (86) 54 (100) 13 (100) 41 (100) 0.02 0.27 0.035 NA 

ompT 16 (76) 49 (91) 13 (100) 36 (88) 0.1 0.13 0.24 0.32 

PAI 13 (62) 52 (96) 12 (92) 40 (98) < 0.001 0.12 < 0.001 0.43 

El gen bmaE y papGI fueron negativos en todos los aislados y por tanto no están representados en la 
tabla. *Los valores de p estadísticamente significativos están en negrita. Tras la corrección de Bonferroni 
se consideró significativo un valor de p < 0.0125. 
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Los aislados clasificados como ExPEC presentaron mayor IV que los no-ExPEC (mediana 10, 

IQR 9-13 vs. mediana 8, IQR 8-9, p < 0.001). Por el contrario, no hubo diferencias significativas 

entre el IV del único aislado no-UPEC (IV= 8) y los aislados UPEC (mediana 10, IQR 9-12, p = 

0.16). En cada subclón, los aislados no-H30, H30 no-Rx y H30Rx clasificados como ExPEC 
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Figura 29. Gráfico de cajas y bigotes del índice de virulencia de los aislados 
invasivos E. coli-ST131 según la clasificación en ExPEC y subclón recogidos en el 
proyecto ITU-BRAS. IV: Índice de virulencia. 

Figura 28. Porcentaje de aislados E. coli-ST131 ExPEC y UPEC del 
proyecto ITU-BRAS según subclón 
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presentaron igualmente mayor IV que los no-ExPEC (mediana 10, 9 y 11 vs. 8, 9 y 8 

respectivamente) (Figura 30). 

 Perfiles de virulencia 2.3.3.

El heatmap de los genes de virulencia de los 75 E. coli-ST131 mostró 39 perfiles distintos. La 

mayoría de los perfiles de virulencia (74%, 29/39) estaban representados por un único aislado. 

Los perfiles de virulencia que más aislados agrupaban fueron los perfiles (llamados de forma 

arbitraria) PV.1 (n = 10), PV.2 (n = 7), PV.3 (n = 7) y PV.4 (n = 7) (Figura 31).  

Figura 30. Heatmap de los genes de virulencia estudiados en los aislados invasivos E. coli-ST131 recogidos en el proyecto ITU-
BRAS. Se excluyeron aquellos genes ausentes en todos los aislados. Se consideró kpsII positivo si el aislado fue positivo a kspII o cualquiera de sus 

variantes. Se consideró pap positivo si el aislado fue positivo a papA, papC, papEF o papG (cualquiera de sus alelos). La presencia del gen estudiado está 
representada por el cuadrado rojo y la ausencia por el cuadrado verde. 

PV.1 

PV.2 

PV.3 

PV.4 
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De los aislados incluidos en estos perfiles (n = 31 aislados en total), 25 (81%) pertenecían al 

subclón H30Rx. De manera notable, estos aislados se diferenciaron entre sí principalmente por 

los genes iha, afa/dra, y pap. Los aislados no-H30 se agruparon en 19 perfiles, los H30 no-Rx en 

8 y los H30Rx en 17.  

3. Modelo murino experimental de virulencia 

Este apartado expone los resultados obtenidos del desarrollo del objetivo 5. Se dispuso de 

48 aislados E. coli-ST131 para el estudio experimental in vivo en un modelo murino de sepsis. 

Se escogieron todos los aislados ST131 productores de BLEE (n = 21) y 27 aislados ST131 no 

productores de BLEE seleccionados aleatoriamente. La estructura poblacional de estos 48 

aislados y sus características se muestran en la Figura 32.  

Figura 31. Dendrograma obtenido del análisis de los pulsotipos de los 48 E. coli-ST131 del 
proyecto ITUBRAS seleccionados para el estudio in vivo.  
H (Hospital participante): 03= H. Gregorio Marañón; 04= H. del Mar; 05= H. Marqués de Valdecilla; 07= H. 
Ramón y Cajal; 08: H. de la Santa Creu; 09:H. Virgen Macarena; 10: Complejo Hospitalario de Pontevedra; 
11= Mutua Terrassa. Filo: Grupo filogenético. O: Tipado de O. BLEE = 0: No productor. 
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El análisis del genotipo de virulencia se ha incluido en este apartado para su comparación 

con los resultados de virulencia experimental. 

 Análisis del genotipo de virulencia de E. coli-ST131 de origen invasivo 3.1.

El análisis del genotipo de virulencia de estas cepas se ha realizado en el apartado 2 y se 

incluye un breve resumen en este apartado. Los aislados positivos a cada gen y clasificados 

como ExPEC se recogen en la Tabla 20. 

En cuanto al índice de virulencia (IV), los IV de las cepas incluidas en el estudio de virulencia 

experimental fueron en general altos (mediana 11, IQR 9-14). El IV más alto encontrado fue de 

15 y el más bajo de 7. Se observaron diferencias llamativas comparando los tres subclones 

entre sí (p = 0.007). En concreto, el subclón H30 no-Rx presentó el IV más bajo de los tres 

subclones (mediana 9, IQR 9-9), significativamente más bajo que los aislados del mismo clado 

pero H30Rx (mediana de 11, IQR 10-14, p < 0.01) o que el resto de aislados en conjunto 

(mediana de 11, IQR 10-14, p = 0.004). Además los IV fueron mayores en los aislados 

productores de BLEE que en los no productores (medianas 13 vs. 10, p< 0.001). 

Los aislados ExPEC presentaron un IV mayor que los no-ExPEC (mediana 11 vs. 9, p < 0.001). 

Además, en cada subclón (a excepción de en el H30Rx, donde todos los aislados fueron ExPEC) 

la mediana de IV fue mayor en los ExPEC (mediana de 11 y 9,5 en los aislados no-H30 y los H30 

no-Rx respectivamente) que en los no-ExPEC (medianas de 9 en ambos casos) (Figura 33) 

aunque las diferencias no fueron suficientemente significativas (p >0.01 para los dos 

subclones). 

Figura 32. Gráfico de cajas y bigotes del índice de virulencia según clasificación 
en ExPEC y subclón de los 48 aislados E. coli-ST131 del proyecto ITU-BRAS 
seleccionados para el estudio in vivo.  IV: Índice de virulencia. 
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Tabla 20. Genotipo de virulencia de los 48 aislados E. coli-ST131 de origen invasivo 
seleccionados para el estudio de virulencia experimental 

Aislados E. coli-ST131 

 no-H30 

n = 7 

H30 

n = 41 

H30 no-Rx 

n = 10 

H30Rx 

n = 31 

Total  

n = 48 

pap 5 (71) 13 (32) 0 (0) 13 (42) 18 (38) 

papC 5 (71) 12 (29) 0 (0) 12 (39) 17 (35) 

papA 4 (57) 13 (32) 0 (0) 13 (42) 17 (35) 

papEF 5 (71) 12 (29) 0 (0) 12 (39) 17 (35) 

papG 3 (43) 12 (29) 0 (0) 12 (39) 15 (31) 

papGII 1 (14) 12 (29) 0 (0) 12 (39) 13 (27) 

papGIII 1 (14) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (2) 

KpsII calc 5 (71) 35 (85) 5 (50) 30 (97) 40 (83) 

kpsII 5 (71) 35 (85) 5 (50) 30 (97) 40 (83) 

K1 1 (14) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (2) 

K2 3 (43) 23 (56) 0 (0) 23 (74) 26 (54) 

K5 0 (0) 8 (29) 3 (30) 5 (16) 8 (17) 

sfa/foc 1 (14) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (2) 

afa/dra 1 (14) 12 (29) 0 (0) 12 (39) 13 (27) 

iutA 5 (71) 40 (98) 9 (90) 31 (100) 45 (94) 

iha 3 (43) 38 (93) 8 (80) 30 (97) 41 (85) 

iroN 3 (43) 3 (7) 0 (0) 3 (10) 6 (12) 

iss 4 (57) 4 (10) 1 (10) 3 (10) 8 (17) 

fyuA 5 (71) 41 (100) 10 (100) 31 (100) 46 (96) 

ompT 5 (71) 41 (100) 10 (100) 31 (100) 46 (96) 

traT 4 (57) 34 (32) 8 (80) 26 (84) 38 (79) 

sat 2 (29) 39 (95) 9 (90) 30 (97) 41 (85) 

PAI 3 (43) 41 (100) 10 (100) 31 (100) 44 (92) 

cvaC 1 (14) 3 (7) 1 (10) 2 (6) 4 (8) 

ExPEC 5 (71) 35 (85) 4 (40) 31 (100) 40 (83) 

 

 

 

Los genes yfcV y usp se detectaron en todos los aislados, y los genes papGI, vat, y bmaE 

no se detectaron en ninguno, por lo que no están representados en la tabla. Todos los 
aislados se clasificaron como UPEC 
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 Virulencia experimental de E. coli-ST131 de origen invasivo 3.2.

Los índices de letalidad (IL) de los aislados estudiados fueron en general altos pero muy 

variables (mediana de IL 4.3, IQR 2.8-4.7) oscilando entre valores de 1.3 y 4.9. El subclón no-

H30 agrupó los aislados con mayor IL (mediana 4.4, IQR 2.3-4.7). Por el contrario, los aislados 

del subclón H30 no-Rx mostraron un IL menor que los subclones no-H30 y H30Rx (mediana de 

IL 2.75 vs. 4.4 y 4.3 respectivamente, p = 0.11) y de hecho, menor que el resto de aislados en 

conjunto (medianas de IL de 2.75 vs. 4.3, p = 0.04). Por otra parte, los aislados productores de 

BLEE mostraron un IL mayor que los no productores (mediana de 4.4 vs. 4.1, p = 0.04). 

De los 48 aislados estudiados, 69% (33/48) fueron clasificados como rápidamente letales. El 

subclón con mayor porcentaje de aislados rápidamente letales fue el H30Rx (77%, 24/31) 

seguido del no-H30 (71%, 5/7). Solo el 40% (4/10) de los aislados H30 no-Rx fueron 

rápidamente letales (p = 0.05 frente al resto de aislados). Además, los aislados productores de 

BLEE fueron rápidamente letales en mayor porcentaje que los no-BLEE (86% vs. 56%, p = 0.03) 

Los aislados clasificados como ExPEC fueron más rápidamente letales que los no-ExPEC 

(75% vs. 38%, p = 0.09). Sin embargo, los aislados rápidos no mostraron diferencias 

significativas en IV respecto a los no-rápidos (medianas 11 vs. 10, p = 0.15). Los aislados 

positivos a K2 fueron más frecuentemente rápidos que los negativos (85% vs. 50%, p = 0.014). 

Se incluyeron las variables IL y rapidez de letalidad en el análisis mediante heatmap. Se 

observaron 22 perfiles de genes de virulencia distintos. La mayoría de estos perfiles (68%, 

15/22) estuvieron formados por un solo aislado. Los perfiles de virulencia que más aislados 

agrupaban fueron los perfiles (llamados de forma arbitraria) PV.01 (n = 6), PV.02 (n = 7) y PV. 

03 (n = 10) (Figura 34). Estos tres perfiles agrupaban entre ellos a la mayoría de aislados H30Rx 

(71%, 22/31) y se diferenciaban entre sí principalmente por los genes afa/dra y el operón pap. 

No obstante, no se observó agrupación según el IL. 

La correlación entre el índice de letalidad y el de virulencia fue débil (coeficiente rho = 0.27 

según el método de Spearman). Aquellos aislados positivos para pap (mediana de 4.4 vs. 4.1, p 

= 0.048) y K2 (mediana 4.45 vs. 3.35, p = 0.003) presentaron un mayor IL. El IL de los aislados 

clasificados como ExPEC fue mayor que los no-ExPEC: mediana de IL 4.3 (IQR 3.1-4.7) vs. 

mediana de 2.7 (IQR 1.6-4.1) (p = 0.03). No hubo diferencias significativas en los IL de los 

distintos perfiles de virulencia observados (Figura 35). 
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Figura 335. Medianas de índice de virulencia y letalidad de los 22 perfiles de 
virulencia encontrados en los 48 aislados E. coli-ST131 seleccionados del proyecto 
ITU-BRAS para el estudio in vivo. IL: Índice de letalidad. IV: Índice de virulencia. PV.01-22: 

Perfiles de virulencia 1-22. 

Figura 34. Heatmap de los genes de virulencia estudiados en los 48 aislados E. coli-ST131 
del proyecto ITUBRAS seleccionados para el estudio in vivo. 

 IV: Índice de virulencia. IL: Índice de letalidad. BLEE: Betalactamasas de espectro extendido. PV: Perfiles 
de virulencia. Los genes presentes o ausentes en todos los aislados no fueron incluidos en el análisis. Se 
consideró un aislado positivo a pap si lo fue a papA, papC, papEF o papG (cualquiera de sus variantes). 
Se consideró a los aislados kpsII positivos si fueron positivos a cualquiera de sus variantes (K1, K2, K5) o a 
kspII.  
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4. E. coli-BLEE aislados de colonización intestinal de pacientes hospitalizados 

Este apartado recoge los resultados obtenidos del desarrollo de los objetivos 3 y 4. A partir 

de los cultivos de vigilancia epidemiológica, se aislaron 1009 E. coli-BLEE. Para el posterior 

cribado del clon ST131 se seleccionó un solo aislado por paciente (n = 688). En el caso de 

aquellos pacientes con más de un aislado de E. coli-BLEE ST131, el estudio de clonalidad por 

PFGE en todos los casos identificó el mismo clon. En este grupo de pacientes (n = 139) sólo se 

incluyó el primer aislado en el estudio. En la Tabla 21 se describe la distribución de los aislados 

de E. coli-BLEE en los distintos hospitales 

La tasa de prevalencia global de E. coli-ST131 fue del 20% (139/688), oscilando entre el 

14.9% en Madrid y el 38.4% en Ginebra (Tabla 21). Además, de entre los 688 E. coli-BLEE de la 

colección se seleccionaron aleatoriamente 30 aislados no-ST131 para hacer el estudio 

comparativo. Para la selección se mantuvo el porcentaje de prevalencia de aislados de cada 

hospital sobre el total de aislados, aplicado a los 30 aislados.  

 

Tabla 21. Aislados E. coli-BLEE ST131 y no-ST131 de colonización recogidos en cada 
hospital participante en el proyecto R-GNOSIS 

Hospitales 

Aislados (%)* 

E. coli 

n = 688 

Aislados (%)** 

E. coli-ST131 

n = 139 

Aislados  

E. coli-no-ST131 

n =30 

Berlín 135 (20) 31 (23) 6 (20) 

Ginebra 86 (12.5) 33 (38.4) 2 (12.5) 

Madrid 295 (43) 44 (14.9) 14 (43) 

Utrecht 172 (25) 31 (18) 8 (25) 

*Porcentaje sobre el total de aislados ** Porcentaje sobre el total de aislados de cada hospital. 

 

 Estructura poblacional de E. coli-BLEE de origen no invasivo 4.1.

De los 139 aislados E. coli-ST131, 45 (32.4%) pertenecían al subclón no-H30, 44 (31.6%) al 

H30 no-Rx y 50 (36%) al H30Rx (Figura 36). El 75.5% (105/139) de los aislados ST131 eran O25b 

y 17% (24/139) eran O16. De los 45 aislados no-H30, el alelo de fimH más frecuente fue H41 

(29%, 22/45) seguido de H27 (7%, 3/45). Otros alelos fueron detectados de forma esporádica 
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(Figura 38). El 27% (12/45) de los aislados no-H30 fueron fimH negativos. Todos los aislados 

H30 eran O25b y todos los H41 eran O16 (p < 0.001).  

 

 

 

Los alelos de fimH detectados en los 30 aislados no-ST131 fueron muy variables, siendo los 

más comúnmente detectados H27 y H54 (n = 3 cada uno) seguidos de H29, H30, H41 y H312 (n 

= 2 cada uno). No se detectó el gen fimH en 7 de los 30 aislados no-ST131. 

Cabe destacar las diferencias encontradas en la distribución de los subclones de ST131 en 

los diferentes hospitales. Aunque en general, los aislados H30 predominaron en todos ellos 

(Figura 37A), a nivel de subclón E. coli-BLEE no-H30 predominó entre la población de Berlín y 

Utrecht, mientras que en Ginebra y en Madrid los subclones H30 no-Rx y H30Rx 

respectivamente fueron mayoritarios (p < 0.001) (Figura 37B). Además, el subclón H30 no-Rx 

fue el segundo más frecuente en el resto de hospitales de los países participantes. 

 

 

 

No-H30
32%

H30 no-Rx
32%

H30Rx
36%

H30
68%

Figura 35. Tipificación de los aislados de colonización E. coli-ST131 del proyecto R-GNOSIS 
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Figura 36. Tipificación de los aislados E. coli-ST131 de colonización de cada hospital 
participante en el proyecto R-GNOSIS.  
A) Según clado. B) Según subclón 
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El análisis clonal mediante PFGE reveló un gran clúster, al que se denominó C1 (n = 87, 66% 

de similitud) que englobaba a prácticamente todos los aislados H30 (89%, 84/94), mientras 

que los aislados no-H30 se distribuyeron en varios clústeres sin gran relación entre sí (Figura 

38). De estos, el más grande (clúster 2, n = 31, 69% de similitud) agrupaba a la mayoría de 

aislados H41-O16.  

Dentro del clúster C1 se observaron tres subclústeres. Los subclústeres 1A (n = 18, 73% de 

similitud) y 1B (n = 18, 77% de similitud) agrupaban en su mayoría aislados H30Rx, mientras 

que el subclúster 1C (n = 35, 75% de similitud) agrupaba principalmente a aislados H30 no-Rx. 

No se observó agrupación de aislados por hospitales (Figura 38). 
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1B 

1A 

Clúster 2 

Clúster 1 

1C 

Figura 37. Dendrograma y características principales de los 139 aislados E coli-BLEE ST131 
recogidos en el proyecto R-GNOSIS.  
O: Tipado molecular del AgO. Non: No-O25b, no-O16. Colores: No-H30, H30 no-Rx, H30Rx. CTX-M-15, 
CTX-M-27 
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 Sensibilidad antibiótica de E. coli-BLEE no invasivo 4.2.

En general, entre los 169 aislados estudiados (139 E. coli-BLEE-ST131 y 30 E. coli-BLEE no 

ST131) se observaron altas tasas de resistencia a betalactámicos, quinolonas (ácido nalidíxico y 

ciprofloxacino) y cotrimoxazol (Tabla 22). Los aislados ST131 presentaron mayores tasas de 

resistencia a cefotaxima que los no-ST131 (100% vs. 87%, p = 0.001). Por el contrario, los 

aislados no-ST131 (n = 30) presentaron mayor porcentaje de resistencia a cefepima que los no-

ST131 (90% vs. 55%, p < 0.001). De los 30 aislados no-ST131, 4 fueron resistentes a cefoxitina. 

 

Tabla 22. Número (%) de aislados E. coli-BLEE resistentes (I+R) a los antibióticos del 
proyecto R-GNOSIS 

 Aislados E. coli 

n = 169 

E. coli-no-ST131 

n = 30 

E. coli-ST131 

n = 139 
valor de p* 

PTZ 27 (16) 6 (20) 21 (15) 0.51 

AMC 30 (18) 7 (23) 23 (17) 0.38 

CTX 165 (98) 26 (87) 139 (100) 0.001 

FOX 4 (2) 4 (13) 0 (0) 0.001 

CAZ 106 (63) 21 (70) 85 (61) 0.36 

CEP 103 (61) 27 (90) 76 (55) < 0.001 

NAL 145 (86) 20 (67) 125 (90) 0.001 

CIP 116 (69) 17 (57) 99 (71) 0.13 

GEN 55 (32) 10 (33) 45 (32) 0.92 

TOB 75 (44) 12 (40) 63 (45) 0.6 

AMK 23 (14) 3 (10) 20 (14) 0.52 

STX 85 (50) 16 (53) 69 (50) 0.71 

*Los valores de p estadísticamente significativos están en negrita. PTZ: Piperacilina-tazobactam. AMC: 
Amoxicilina-clavulánico. CTX: Cefotaxima. FOX: Cefoxitina. CAZ: Ceftazidima. CEP: Cefepima. NAL: Ácido 
nalidíxico. CIP: Ciprofloxacino. GEN: Gentamicina. TOB: Tobramicina. AMK: Amicacina. STX: 
Cotrimoxazol. Todos los aislados fueron sensibles a imipenem, meropenem y tigeciclina. 
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En los aislados E. coli-ST131 se observaron diferencias en las tasas de resistencia entre 

hospitales distintos (Figura 39). Los aislados de Madrid presentaron el mayor porcentaje de 

aislados resistentes a amoxicilina-clavulánico (36%) y piperacilina-tazobactam (32%) (p < 0.01). 

Igualmente, los aislados ST131 de Madrid presentaron un porcentaje de resistencia a 

amicacina mayor (30%) que los de Berlín (10%), Utrecht (10%) y Ginebra (3%) (p < 0.01). Por 

otro lado, los aislados de Berlín mostraron un mayor porcentaje de resistencia a ceftazidima 

(81%) que los aislados de Madrid (71%), Ginebra (45%) y Utrecht (45%) (p = 0.004). 

 

En el análisis según clado de los aislados ST131, los aislados H30 fueron generalmente más 

resistentes a todos los antibióticos que los no-H30 (Figura 40) excepto a cefepima (46% vs. 

73%, p = 0.002). 

 

 

Figura 38. Porcentaje de aislados de colonización E. coli-BLEE ST131 resistentes a 
antibióticos del proyecto R-GNOSIS según hospital de procedencia. 
PTZ: Piperacilina-tazobactam. AMC: Amoxicilina-clavulánico. CAZ: Ceftazidima. CEP: Cefepima. NAL: 
Ácido nalidíxico. CIP: Ciprofloxacino. GEN: Gentamicina. TOB: Tobramicina. AMK: Amicacina. STX: 
Cotrimoxazol. Todos los aislados fueron sensibles a imipenem, meropenem, cefoxitina y tigeciclina y 
resistentes a cefotaxima por lo que no están representados. 
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Sin embargo, analizando los tres subclones entre sí, se observó que los aislados H30 no-Rx 

presentaron un menor porcentaje de resistencias a la mayoría de antibióticos, menor incluso 

que los no-H30 (Tabla 23). Estos aislados fueron todos sensibles a las combinaciones de 

betalactámicos con inhibidores, y presentaron bajos porcentajes de resistencia a 

aminoglucósidos (gentamicina 11%, tobramicina 14% y amicacina 5%). Los aislados H30Rx, por 

el contrario, fueron más frecuentemente resistentes que los otros subclones a todos los 

antibióticos, excepto a ciprofloxacino y cotrimoxazol, donde su porcentaje de resistencia fue 

muy parecido al de los aislados H30 no-Rx (98% vs. 100% y 50% vs. 52%, respectivamente, p 

>0.05) y a cefepima, al cual fueron resistentes en un mayor porcentaje los aislados no-H30 

(64% vs 73%, p > 0.05).  

 

Figura 39. Porcentaje de aislados de colonización E. coli-BLEE ST131 resistentes (I+R) a 
antibióticos del proyecto R-GNOSIS según pertenencia al clado H30.  
PTZ: Piperacilina-tazobactam. AMC: Amoxicilina-clavulánico. CAZ: Ceftazidima. CEP: Cefepima. NAL: 
Ácido nalidíxico. CIP: Ciprofloxacino. GEN: Gentamicina. TOB: Tobramicina. AMK: Amicacina. STX: 
Cotrimoxazol. Todos los aislados fueron sensibles a imipenem, meropenem, cefoxitina y tigeciclina y 
resistentes a cefotaxima por lo que no están representados. * Diferencia estadísticamente 
significativa, p < 0.01. 

* * 

* 

* 
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Tabla 23. Porcentaje de aislados resistentes a antibióticos entre los aislados de 
colonización E. coli-BLEE ST131 del proyecto R-GNOSIS según subclón 

 Aislados E. coli-ST131 valores de p*  

no-H30 

n = 45 

H30 no-Rx 

n = 44 

H30Rx 

n = 50 

no-H30 

vs. H30 

no-Rx  

no-H30 

vs. 

H30Rx 

H30 no-Rx 

vs. 

 H30Rx 

no-H30 vs. 

H30 no-Rx 

vs. H30Rx 

PTZ 5 (11) 0 (0) 16 (32) 0.06 0.01 < 0.001 < 0.001 

AMC 5 (11) 0 (0) 18 (36) 0.06 0.005 < 0.001 < 0.001 

CAZ 29 (64) 23 (53) 33 (66) 0.24 0.87 0.18 0.34 

CEP 33 (73) 11 (25) 32 (64) < 0.001 0.33 < 0.001 < 0.001 

NAL 33 (73) 43 (98) 49 (98) 0.002 0.001 1.0 < 0.001 

CIP 6 (13) 44 (100) 49 (98) < 0.001 < 0.001 1.0 < 0.001 

GEN 16 (36) 5 (11) 24 (48) 0.007 0.22 < 0.001 0.001 

TOB 16 (36) 6 (14) 41 (82) 0.02 < 0.001 < 0.001 < 0.001 

AMK 0 (0) 2 (5) 18 (36) 0.24 < 0.001 < 0.001 < 0.001 

STX 21 (47) 23 (52) 25 (50) 0.60 0.74 0.83 0.87 

*Los valores de p estadísticamente significativos están en negrita. Se consideró significativo un valor de 
p < 0.0125. PTZ: Piperacilina-tazobactam. AMC: Amoxicilina-clavulánico. CAZ: Ceftazidima. CEP: 
Cefepima. NAL: Ácido nalidíxico. CIP: Ciprofloxacino. GEN: Gentamicina. TOB: Tobramicina. AMK: 
Amicacina. STX: Cotrimoxazol. Todos los aislados fueron sensibles a imipenem, meropenem, cefoxitina y 
tigeciclina y todos los aislados fueron resistentes a cefotaxima por lo que no están representados. 

 

Estas diferencias entre subclones en cuanto a porcentajes de resistencia a antibióticos se 

mantuvieron similares en los cuatro hospitales participantes, con pequeñas diferencias locales.  

En cuanto a la resistencia a ciprofloxacino, en los cuatro hospitales se observó el 

predominio esperado de aislados resistentes entre los aislados H30 frente a los no-H30 (p < 

0.001 en los cuatro hospitales). Es de destacar que el 15% y el 36% de los aislados no-H30 de 

Berlín y Ginebra fueron resistentes a ciprofloxacino mientras que en Madrid y Utrecht no se 

encontraron aislados no-H30 resistentes a este antibiótico (p = 0.04). No obstante, el 

porcentaje de resistencia a ácido nalidíxico fue alto en los aislados no-H30 de todos los 

hospitales participantes (67% en Utrecht, 73% en Ginebra, 77% en Berlín y 83% en Madrid, p > 

0.05). 

Los menores porcentajes de resistencia a piperacilina-tazobactam y amoxicilina-clavulánico 

observados entre los aislados H30 no-Rx en comparación con los otros subclones se 
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mantuvieron en los cuatro hospitales. Sin embargo, estas diferencias solo fueron significativas 

en Madrid (0% vs. 39% para piperacilina-tazobactam, y 0% vs. 44% para amoxicilina-

clavulánico, p = 0.04). 

Los aislados no-H30 de los hospitales de Berlín y Utrecht presentaron mayores porcentajes 

de resistencia a cefepima que el resto de subclones (92% vs. 30% H30 no-Rx y 62% H30Rx, p = 

0.007 para Berlín y 93% vs. 25% H30 no-Rx y 50% H30Rx, p = 0.001 para Utrecht). Sin embargo, 

en los hospitales de Ginebra y Madrid fueron los aislados H30Rx los que presentaron mayor 

porcentaje de resistencia a cefepima (62% y 67% respectivamente), aunque las diferencias con 

el resto de aislados no fueron significativas. 

Cada aminoglucósido estudiado mostró resultados diferentes en la comparación de aislados 

resistentes de cada subclón en los cuatro hospitales. No se observaron diferencias 

significativas en los porcentajes de aislados resistentes a gentamicina de cada subclón en 

ninguno de los cuatro hospitales. Para la tobramicina, los aislados H30 no-Rx fueron 

significativamente menos resistentes que el resto de aislados en Ginebra (14% vs. 58%, p < 

0.02), en Madrid (25% vs. 72%, p < 0.02) y en Utrecht (0% vs. 47%, p < 0.01). En Berlín no hubo 

diferencias significativas (20% vs. 52%, p = 0.13). Por último, los aislados resistentes a 

amicacina fueron muy escasos en Berlín (10%, 3 aislados todos ellos H30Rx, p = 0.01), Ginebra 

(3%, 1 aislado H30Rx, p = 0.24) y Utrecht (10%, 2 aislados H30Rx y uno no-Rx). Sin embargo, en 

Madrid se encontraron un 30% de aislados resistentes, la mayoría H30Rx (40% vs. 7%, p = 

0.04).  

Entre los aislados no-ST131, no se observaron diferencias significativas en resistencias a los 

antibióticos entre los distintos países (Figura 41), con excepción del predominio entre los 

aislados no-ST131 de Madrid de aislados resistentes a ácido nalidíxico (93% vs. 44%) y 

ciprofloxacino (79% vs. 38%) frente al resto de países en conjunto (p < 0.05). 

 

 Caracterización de BLEEs en E. coli-BLEE no invasivo 4.3.

En cuanto a la caracterización de la BLEEs, la enzima más frecuentemente codificada por los 

aislados ST131 fue CTX-M-15 (49.6%, 69/139) seguida de CTX-M-27 (25.9%, 36/139). Por el 

contrario, los aislados no-ST131 produjeron con mayor frecuencia CTX-M-14 (27%, 8/30) 

seguida de CTX-M-15 (23%, 7/30). El resto de enzimas BLEEs encontradas en este estudio se 

refieren en la Tabla 24.  
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Tabla 24. Enzimas BLEE producidas por los aislados E. coli-BLEE de 
colonización del proyecto R-GNOSIS 

Tipo de 

BLEE 

Total de 

aislados (%) 

n = 169 

E. coli-no-ST131 

(%) 

n = 30 

E. coli-ST131 

(%) 

n = 139 

CTX-M-15 76 (50) 7 (23) 69 (49.6) 

CTX-M-27 38 (22.5) 2 (7) 36 (25.9) 

CTX-M-14 22 (13) 8 (27) 14 (10.1) 

CTX-M-1 19 (11.2) 4 (13) 15 (10.8) 

CTX-M-3 4 (2.4) 3 (10) 1 (0.7) 

SHV-12 5 (3) 2 (7) 3 (2.2) 

TEM-20 1 (0.6) 0 (0) 1 (0.7) 

CTX-M-24 1 (0.6) 1 (3) 0 (0) 

CTX-M-32 1 (0.6) 1 (3) 0 (0) 

CTX-M-55 1 (0.6) 1 (3) 0 (0) 

Una de las enzimas BLEE de los aislados no-ST131 no pudo ser tipada pese a 
comprobarse fenotípicamente su producción. 

Figura 40. Porcentaje de aislados resistentes (I+R) a antibióticos entre los E. 

coli-No-ST131 del proyecto R-GNOSIS según hospital de procedencia. 
 PTZ: Piperacilina-tazobactam. AMC: Amoxicilina-clavulánico. CTX: Cefotaxima CAZ: 
Ceftazidima. CEP: Cefepima. FOX: Cefoxitina. NAL: Ácido nalidíxico. CIP: Ciprofloxacino. GEN: 
Gentamicina. TOB: Tobramicina. AMK: Amicacina. STX: Cotrimoxazol. Todos los aislados 
fueron sensibles a imipenem, meropenem y tigeciclina. 
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CTX-M-15 y CTX-M-27 fueron las dos enzimas más frecuentemente codificadas por los 

aislados ST131 en todos los hospitales participantes (Figura 42). No obstante, mientras en 

Berlín, Madrid y Utrecht predominaron los aislados productores de CTX-M-15, en Ginebra 

fueron más frecuentes los aislados productores de CTX-M-27 (p = 0.01), además der ser la 

segunda enzima más frecuentemente encontrada en todos los hospitales. 

El análisis de las enzimas codificadas por los aislados ST131 según subclón mostró el 

predominio de las enzimas CTX-M-15 en los aislados H30Rx (97%, 47/50, p < 0.001) y, aunque 

no de forma significativa, en los aislados no-H30 (40%, 18/45, p = 0.12). Por el contrario, las 

enzimas CTX-M-27 fueron mucho más frecuentes entre los aislados H30 no-Rx (73%, 32/44, p < 

0.001). El predominio de estas enzimas en cada subclón se mantuvo en los cuatro hospitales 

participantes (Tabla 25). 

Figura 41. Porcentaje de BLEEs encontradas en los aislados ST131 de cada hospital 
participante en el proyecto R-GNOSIS 
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Comparando entre sí los aislados ST131 productores de CTX-M-15 y CTX-M-27, se 

encontraron diferencias entre los porcentajes de resistencia a los distintos antibióticos. Los 

aislados productores de CTX-M-15 fueron resistentes a piperacilina-tazobactam y amoxicilina-

clavulánico en un 22% y 25% respectivamente, mientras que ninguno de los aislados 

productores de CTX-M-27 fue resistente a estos antibióticos (p < 0.01). Además los aislados 

productores de CTX-M-15 fueron resistentes a ceftazidima y cefepima en un mayor porcentaje 

de aislados que los productores de CTX-M-27 (p < 0.01) (Figura 43).  

Curiosamente, aunque los porcentajes de resistencia a ácido nalidíxico fueron iguales en los 

aislados productores de ambos tipos de BLEE, los aislados que codificaban para CTX-M-27 

fueron más frecuentemente (94%) resistentes a ciprofloxacino que los que codificaban para 

CTX-M-15 (75%, p = 0.02).  

Por último, se observaron grandes diferencias en los porcentajes de resistencia a los tres 

aminoglucósidos estudiados. Estas diferencias fueron particularmente notables en la 

resistencia a gentamicina y tobramicina donde predominaron los aislados productores de CTX-

M-15 (49% vs. 0% y 74% vs. 3%, respectivamente, p < 0.001) mientras que las diferencias de 

porcentaje de aislados resistentes a amicacina entre los productores de las distintas enzimas 

fueron menos llamativas (26% vs. 6%, p = 0.02). 

22 25

75 72

94

75

49

74

26

4950

11

94 94

3 6

56

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

PTZ AMC CAZ CEP NAL CIP GEN TOB AMK STX

CTX-M-15 CTX-M-27

Figura 42. Porcentaje de aislados de colonización E. coli–BLEE ST131 
productores de CTX-M-15 y CTX-M-27 resistentes (I+R) a antibióticos del proyecto 
R-GNOSIS.  
PTZ: Piperacilina-tazobactam. AMC: Amoxicilina-clavulánico. CAZ: Ceftazidima. CEP: 
Cefepima. NAL: Ácido nalidíxico. CIP: Ciprofloxacino. GEN: Gentamicina. TOB: Tobramicina. 
AMK: Amicacina. STX: Cotrimoxazol. 
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En cuanto a los aislados no-ST131, se observaron grandes diferencias en cuanto a las 

enzimas codificadas por los aislados de cada país, en gran parte debido a la mayor diversidad 

de enzimas respecto a los aislados ST131 (Figura 44). En Berlín predominaron los aislados con 

CTX-M-1 (67%, 4/6) seguidos de CTX-M-15 y CTX-M-14 (17%, 1/6 cada una). En Madrid en 

cambio predominaron los aislados productores de CTX-M-14 (43%, 6/14) seguidos de CTX-M-

15 (21%, 3/14). En Utrecht se encontró CTX-M-15 en el 38% (3/8) de los aislados. Por último, 

los dos aislados no-ST131 de Ginebra codificaron para enzimas del grupo 9, uno CTX-M-27 y 

otro CTX-M-14.  

Figura 43. Tipo de BLEE codificada por los aislados E. coli-no-ST131 seleccionados del 
proyecto R-GNOSIS. 

 

 Análisis del genotipo de virulencia en E. coli-BLEE de origen no invasivo 4.4.

Para el estudio del genotipo de virulencia, se seleccionaron 120 aislados BLEE del proyecto 

R-GNOSIS: 30 aislados de cada subclón perteneciente a ST131 (n = 90) y 30 aislados no-ST131. 

Se mantuvo en cada subgrupo el porcentaje de aislados de cada país observado en el total de 

aislados estudiado.  

El gen de virulencia más frecuentemente encontrado fue fyuA (88.3%, 106/120) seguido de 

yfcV (84.2%, 101/120). Los genes bmaE, papGI y K15 no fueron detectados en ningún aislado 

(Figura 45). 
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Se observó una asociación estadísticamente significativa entre los aislados ST131 y la 

presencia de los genes pap (aislados positivos a cualquier variante), papC, kpsII (tanto 

cualquier variante como el operón detectado con los cebadores kpsII), K2, K5, yfcV, iutA, iha, 

fyuA, usp, ompT, PAI, sat y traT (p < 0.05). Por el contrario, los aislados no-ST131 fueron más 

frecuentemente positivos a iss y iroN (p < 0.05) (Figura 46).  

 

 

 

 

Figura 45. Número de aislados E. coli-BLEE de colonización del proyecto R-
GNOSIS positivos a los genes de virulencia estudiados.  
Todos los aislados fueron negativos a bmaE, K15 y el alelo I de papG. KpsII calc: Aislados 
positivos para los cebadores para kpsII, kii, y/o cualquiera de las variantes K1, K2 o K5. 
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Figura 46. Porcentaje de los aislados de colonización seleccionados del 
proyecto R-GNOSIS positivos para los genes de virulencia estudiados según 
pertenencia a ST131. Ningún aislado fue positivo para bmaE, papGI o K15. KpsII calc: 

Aislados positivos para los cebadores para kpsII, kii, y/o cualquiera de las variantes K1, 
K2 o K5. 
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A nivel de subclón, aunque los aislados H30 fueron positivos para el gen kpsII (cualquier 

variante) con mayor frecuencia que los no-H30 (83% vs. 63%, p = 0.01), los aislados no-H30 

fueron más frecuentemente positivos a K1 (13% vs. 0%, p = 0.01) mientras que los aislados H30 

lo fueron a K5 (33% vs. 7%, p = 0.01). Además, los aislados no-H30 fueron positivos en un 

porcentaje significativamente mayor a vat y a iroN (20% vs. 1% y 23% vs. 0% respectivamente, 

p ≤ Ϭ.Ϭϭ paƌa aŵďas ĐoŵpaƌaĐioŶesͿ. 

Al comparar los subclones entre sí, destacó el bajo número de aislados H30 no-Rx positivos 

a papA, papG o papEF comparados con el resto de aislados ST131 (p < 0.01 en todas las 

comparaciones). Por otro lado los aislados no-H30 y H30Rx presentaron porcentajes de 

positividad similares (p > 0.01) para todas las variantes del operón pap excepto para papA, 

donde fue significativamente mayor el porcentaje de aislados positivos en el subclón H30Rx. 

Curiosamente, no se observaron diferencias para papC (Tabla 27). 

Otras diferencias fueron observadas entre los subclones perteneciente al clado H30: los 

aislado H30 no-Rx se caracterizaron por un porcentaje significativamente mayor de aislados 

positivos a ompT (93% vs. 40%, p < 0.01) y sat (90% vs. 40%, p < 0.01) mientras que los H30Rx 

fueron positivos con mayor frecuencia a afa/dra (30% vs. 3%, p = 0.01).  

Las únicas asociaciones significativas encontradas entre la pertenencia a un hospital 

concreto y la presencia de algún FV, fueron la pertenencia a Madrid y la positividad a K2 y iha 

(68% vs. 24% y 54% vs. 19% respectivamente, p < 0.01). Esto fue debido probablemente por el 

alto porcentaje de aislados H30Rx de Madrid (63% del total de aislados de ese clon). 

Del total de aislados analizados, 80% (96/120) fueron clasificados como ExPEC y 78% 

(94/120) como UPEC. De los 96 aislados ExPEC, 86 fueron también clasificados como UPEC 

pero 8 aislados clasificados como UPEC no cumplieron los criterios de la definición molecular 

de ExPEC. Se observaron diferencias significativas en el porcentaje de aislados ExPEC y UPEC 

entre los aislados ST131 % y no-ST131 (92% vs. 43% y 96% vs. 27% respectivamente, p < 

0.001). No se observaron diferencias estadísticamente significativas entre subclones u 

hospitales. 

Se observaron diferencias significativas entre subclones para las variantes de kpsII. 

Mientras K1 se encontró únicamente en los aislados no-H30 (13% vs. 0%, p < 0.01), K2 fue más 

frecuente entre los aislados H30Rx (73% vs. 27%, p < 0.01) y K5 entre los H30 no-Rx (82% vs. 

18%, p < 0.01). 
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Tabla 26. Número (%) de aislados de colonización E. coli-BLEE-ST131 positivos a los genes 
estudiados 

  
*Los valores de p estadísticamente significativos están en negrita. Se consideraron significativos valores 
de p ≤ Ϭ.Ϭϭ. NA: CoŵpaƌaĐióŶ Ŷo apliĐaďle. NiŶgúŶ aislado fue positiǀo para bmaE, papGI o K15. KpsII 

calc: Aislados positivos para los cebadores para kpsII, kii, y/o cualquiera de las variantes K1, K2 o K5.  
 

El IV del total de aislados de colonización presentó una mediana de 9 (IQR 6-10), existiendo 

un rango muy amplio de valores (mínimo 0 máximo 13). Se observó una diferencia 

 Aislados E. coli-ST131 valores de p*  

no-H30 

n = 30 

H30 

n = 60 

H30 no-Rx 

n = 30 

H30Rx 

n = 30 

no-H30 

vs. H30  

no-H30 

vs. H30 

no-Rx 

no-H30 

vs. 

H30Rx 

H30Rx 

vs. H30 

no-Rx 

pap 20 (67) 53 (88) 26 (87) 27 (90) 0.013 0.12 0.06 1.0 

papC 20 (67) 53 (88) 26 (87) 27 (90) 0.013 0.12 0.06 1.0 

papA 4 (13) 15 (25) 1 (3) 14 (47) 0.28 0.35 0.01 < 0.01 

papEF 4 (13) 13 (22) 1 (3) 12 (40) 0.41 0.35 0.04 < 0.01 

papG 10 (33) 14 (23) 1 (3) 13 (43) 0.31 < 0.01 0.43 < 0.01 

papGII 7 (23) 14 (23) 1 (3) 13 (43) 1.0 0.05 0.1 < 0.01 

papGIII 3 (10) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0.04 0.24 0.24 NA 

KpsII calc 19 (63) 53 (88) 25 (83) 28 (93) < 0.01 0.08 0.01 0.42 

kpsII 19 (63) 51 (85) 24 (80) 27 (90) 0.02 0.15 0.03 0.47 

K1 4 (13) 0 (0) 0 (0) 0 (0) < 0.01 0.11 0.11 NA 

K2 11 (37) 23 (38) 1 (3) 22(73) 0.88 < 0.01 < 0.01 < 0.01 

K5 2 (7) 20 (33) 18 (69) 2 (7) < 0.01 < 0.01 1.0 < 0.01 

vat 6 (20) 1 (2) 1 (3) 0 (0) < 0.01 0.10 0.02 1.0 

yfcV 28 (93) 59 (98) 30 (100) 29 (97) 0.26 0.49 1.0 1.0 

sfa/foc 0 (0) 4 (7) 2 (7) 2 (7) 0.15 0.49 0.49 1.0 

afa/dra 10 (33) 10 (17) 1 (3) 9 (30) 0.07 < 0.01 0.78 0.01 

iutA 22 (73) 56 (93) 28 (93) 28 (93) 0.02 0.08 0.08 1.0 

iha 4 (13) 23 (38) 7 (23) 16 (53) 0.02 0.32 < 0.01 0.02 

iroN 7 (23) 0 (0) 0 (0) 0 (0) < 0.01 < 0.01 0.01 NA 

iss 5 (17) 4 (7) 2 (7) 2 (7) 0.15 0.42 0.42 1.0 

fyuA 30 (100) 59 (98) 30 (100) 29 (97) 1.0 NA 1.0 1.0 

ompT 1 (3) 40 (67) 28 (93) 12 (40) 0.25 < 0.01 0.3 < 0.01 

traT 22 (73) 39 (65) 22 (73) 17 (57) 0.42 1.0 0.18 0.18 

usp 26 (87) 40 (67) 21 (70) 19 (63) 0.05 0.21 0.07 0.58 

sat 13 (43) 39 (65) 27 (90) 12 (40) 0.05 < 0.01 1.0 < 0.01 

PAI 26 (87) 49 (82) 26 (87) 23 (77) 0.76 1.0 0.51 0.32 

cvaC 1 (3) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0.33 1.0 1.0 NA 
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estadísticamente significativa entre el IV de los aislados ST131 y los no-ST131: medianas de IV 

10 (IQR 9-11) vs. 4.5 (IQR 2-6).  

Sin embargo, no se observaron diferencias significativas en el IV entre los distintos 

subclones, aunque los aislados H30Rx presentaron un IV mayor (Figura 47). Igualmente, no se 

encontraron diferencias significativas entre los aislados de diferentes hospitales, ni según 

produjeran un tipo de BLEE u otro. 

Por el contrario, los aislados ExPEC sí estuvieron asociados a un IV mayor que los aislados 

no-ExPEC: mediana de 9.5 (IQR 8.5-11) vs. mediana de IV en los aislados no-ExPEC de 3 (IQR 2-

6). Esto ocurrió tanto entre los aislados no-ST131 como entre los ST131 y sus subclones (Figura 

48). 

Figura 47. Gráfico de cajas y bigotes del índice de virulencia de los aislados 
seleccionados del proyecto R-GNOSIS según subtipado.  
IV: índice de virulencia. 

Figura 448. Gráfico de cajas y bigotes del índice de virulencia de los aislados seleccionados del 

proyecto R-GNOSIS según su clasificación en ExPEC y ST131. IV: índice de virulencia. 
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Lo mismo ocurrió con los aislados clasificados como UPEC, cuyo IV fue mayor que los no-

UPEC (mediana de IV de 10 vs. 3, p < 0.001). Los aislados ST131 clasificados como UPEC 

presentaron un IV mayor (mediana de IV de 7) que los que no se clasificaron como UPEC 

(mediana de 3, p < 0.05). Igualmente ocurrió entre los no-ST131 (mediana de IV de los aislados 

UPEC de 6 vs. mediana de 2 en los no-UPEC) (p < 0.05).  

 

 

Figura 49. Heatmap de los genes de virulencia estudiados en los aislados de colonización 
E. coli-BLEE seleccionados del proyecto R-GNOSIS. 
Se excluyeron aquellos genes ausentes en todos los aislados. Se consideró kpsII positivo (kpsII calc) si el 
aislado fue positivo a kspII o cualquiera de sus variantes. El operón pap se consideró positivo si el aislado 
fue positivo a papA, papC, papEF o papG (cualquiera de sus alelos). La presencia del gen estudiado está 
representada por el cuadrado rojo (1), y la ausencia por el cuadrado verde (0). 

PV.1 

PV.2 

PV.3 
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El análisis mediante heatmap representando los FV estudiados mostró 95 perfiles distintos. 

La mayoría de ellos (81%, 77/95) solo agrupaban un aislado. Los perfiles de virulencia que más 

aislados agrupaban fueron los perfiles (llamados de forma arbitraria) PV.1 (n = 8), PV.2 (n = 6), 

y PV.3 (n = 4) (Figura 49), diferenciándose entre sí por los genes pap, afa/dra e iha. Los aislados 

no-ST131 se agruparon en 29 perfiles diferentes mientras que los ST131 se agruparon en 63. 

De entre los aislados ST131, los pertenecientes al subclón no-H30 presentaron 26 perfiles 

distintos, los H30 no-Rx 18 y los H30Rx 25 perfiles. Los tres perfiles con el mayor número de 

aislados (n = 18 en total) agrupaban principalmente aislados H30 no-Rx (61%, 11/18) pero 

ninguno de esos tres perfiles estaba formado por aislados de un único subclón. No se observó 

asociación entre perfiles y hospitales. 
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Esta tesis ha analizado la prevalencia y características microbiológicas de E. coli-ST131 en 

una colección de aislados procedentes de bacteriemia de origen urinario, incluyendo un 

análisis de virulencia in vivo en un modelo murino de sepsis. Además, se ha analizado la 

población ST131 productor de BLEE aislados a partir de muestras rectales (aislados no 

invasivos) de pacientes procedentes de 4 hospitales europeos, lo que permite comparar las 

características microbiológicas de aislados invasivos y no invasivos.  

1. E. coli-BLEE de origen invasivo 

La prevalencia de aislados E. coli-BLEE encontrada fue de 9.2%, similar a la referida en 

estudios previos en España y otros países europeos (123,157,158). Más de la mitad (54%) de 

los aislados E. coli-BLEE pertenecían al filogrupo B2 y el 23% al B1, mientras que la presencia 

del filogrupo D fue minoritaria (5% ) El filogrupo B1 se ha considerado clásicamente un 

filogrupo no virulento, cuyas cepas son en su mayoría comensales. No obstante, el aumento de 

la prevalencia de E. coli productor de BLEE perteneciente al filogrupo B1 en infecciones 

extraintestinales ha sido documentado en otros estudios (124,159). Esta elevada prevalencia 

de E. coli del filogrupo B1 podría deberse al origen urinario de las cepas estudiadas. Diversos 

estudios han postulado que el tracto intestinal actúa como reservorio de cepas con potencial 

uropatógeno por lo que aislados de filogrupos comensales se encontrarían con cierta 

frecuencia causando ITUs (15,160). Otra teoría defendida es que algunas cepas comensales 

adquieren genes de virulencia que les permitan convertirse en patógenas (8,14). Sin embargo, 

las cepas encontradas en nuestro estudio que pertenecían a los filogrupos A, B1 y C 

presentaron índices de virulencia significativamente más bajos que las de los filogrupos 

considerados virulentos (B2 y D), como se ha descrito en otros estudios (124,131). Esto 

indicaría que su capacidad de producir bacteriemias de origen urinario (BOU) no estaría 

directamente relacionado con la presencia de mayor número de factores de virulencia. Otros 

autores han propuesto que son factores del hospedador los que favorecen que cepas 

supuestamente no virulentas causen infecciones invasivas (124,128). 

Todos los aislados B2 pertenecieron al clon de alto riesgo ST131, lo que representa una 

prevalencia de E. coli-BLEE ST131 del 54%. Sin embargo el resto de filogrupos mostraron una 

gran diversidad de STs, de los cuales los más frecuentes fueron B1-ST224, B1-ST156 y C-ST410 

(n = 7 en total). Estas STs se han descrito ya en la literatura tanto en cepas de procedencia 

animal como en humanos (161–164). 

Trabajos previos han demostrado un incremento progresivo de la prevalencia de E. coli-

ST131 en aislados productores de BLEE en España (9% en 2004 hasta 61% en 2012). Nuestros 
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resultados mostraron una prevalencia de ST131 entre E. coli-BLEE del 54%, que, aunque 

inferior a la encontrada por Dahbi et al. en 2012 (61%), denota el incremento mencionado 

anteriormente (141,165).  

La mayoría de aislados E. coli-BLEE-ST131 pertenecían al subclón O25b-H30Rx. Estos 

resultados sugieren que el subclón, H30Rx, que en nuestro estudio representa el 51% de los 

aislados productores de BLEE, ha emergido en los últimos años entre los E. coli-BLEE causantes 

de bacteriemia de origen urinario en nuestro país. Hasta donde sabemos, solo otro estudio 

español ha mostrado el predominio de este subclón entre los aislados E. coli-BLEE en España 

(120). El predominio de este subclón entre los aislados ST131 es bien conocido (113) y un 

motivo de preocupación por su asociación con resistencia a múltiples familias de antibióticos 

(117). 

 Resistencias a antibióticos y caracterización de BLEEs 1.1.

El porcentaje de resistencias a los distintos antibióticos observado en los aislados E. coli-

BLEE invasivos fue preocupante. La elevada prevalencia de E. coli ST131 y en particular del 

subclón H30Rx podría explicar los mayores porcentajes de resistencia observados en los 

aislados del filogrupo B2, en contra de la teoría clásica de que los aislados de los filogrupos 

virulentos B2 y D se asocian a menor resistencia a antibióticos y viceversa (13,166). El clon de 

alto riesgo ST131 se ha visto asociado a un mayor contenido tanto de factores de virulencia 

como de determinantes de resistencia a múltiples familias de antibióticos (25). 

Una de las familias de antibióticos frente a la que se observó un mayor porcentaje de 

aislados resistentes fue la de las quinolonas (97% de aislados resistentes a ácido nalidíxico). 

Este alto porcentaje podría deberse al predominio de cepas E. coli-ST131, que está asociado a 

resistencia a quinolonas, pero no se observaron diferencias significativas entre aislados E. coli-

ST131 y no-ST131. Estas cifras son superiores a las de otros estudios en E. coli-BLEE en España 

(124). Otros estudios de E. coli-BLEE realizados en diferentes países europeos han encontraron 

porcentajes elevados de resistencia a ciprofloxacino (Suecia 77% en 2007 y 49% en 2011; 96% 

en la República Checa)(167,168).  

Los porcentajes de resistencia a betalactámicos fueron muy elevados, como era esperable 

en microorganismos productores de BLEE. No obstante, llaman la atención los porcentajes de 

aislados sensibles a ceftazidima y cefepima (46% y 41% respectivamente). Dado el predominio 

de CTX-M-15 entre los aislados estudiados, podría explicarse por una mayor actividad 

hidrolítica de esta enzima frente a cefotaxima que frente a ceftazidima o cefepima. Sin 
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embargo, los aislados ST131, que codificaban más frecuentemente CTX-M-15 que los no-

ST131, mostraron un porcentaje menor de resistencia a cefotaxima y por el contrario fueron 

más frecuentemente resistentes a ceftazidima y cefepime. Otros mecanismos podrían estar 

implicados en estas diferencias, como producción de enzimas tipo OXA, hiperproducción de 

IRT o alteraciones de la permeabilidad (169). 

Las tasas relativamente bajas de resistencia a las combinaciones de inhibidores con 

betalactámicos permiten apoyar la propuesta hecha por Rodríguez-Baño et al. de que estos 

antibióticos son una posible opción terapéutica de las bacteriemias por E. coli-BLEE (170). Los 

porcentajes observados en nuestros aislados (33% resistentes a amoxicilina-clavulánico y 20% 

a piperacilina-tazobactam) son similares a los encontrados en un estudio español con aislados 

de E. coli de bacteriemias recogidas entre 2003 y 2006 pero inferiores a los de un estudio 

similar en el Reino Unido (>50%) (81,157). Aunque las diferencias no fueron significativas, los 

aislados ST131 presentaron mayores porcentajes de resistencia a amoxicilina-clavulánico y 

piperacilina-tazobactam, una observación que se repite en los estudios realizados sobre 

resistencia a antibióticos comparando aislados ST131 con no-ST131 (135,171) y que se ha 

relacionado con la presencia del gen para la enzima OXA-1 en el plásmido que porta el gen 

para la CTX-M-15, encontrado más frecuentemente entre los aislados ST131 (169). 

Por el contrario, se encontraron tasas elevadas de resistencia a cotrimoxazol por lo que no 

se aconseja su uso para el tratamiento de infecciones por E. coli-BLEE. Aunque otros estudios 

han mostrados tasas más bajas, la mayoría muestran que la resistencia a cotrimoxazol suele 

estar presente en cepas con mecanismos de resistencia frente a otras familias de antibióticos 

(81,158). Aunque algunos estudios muestran una asociación de la resistencia a cotrimoxazol 

con ST131 (25), nuestros resultados no mostraron diferencias significativas. 

Tal y como se ha observado en otros estudios, la resistencia a los aminoglucósidos varió 

según el antibiótico estudiado siendo la tobramicina el antibiótico que presentó mayores 

niveles de resistencia. Los aislados resistentes a tobramicina y amicacina fueron 

significativamente más frecuentes entre los aislados ST131 que los no-ST131 (135,171). Este 

fenotipo de resistencia es compatible con el descrito para la enzima modificante de 

aminoglucósidos AAC-ϲ’-(lb)-cr, que se ha asociado con el clon ST131 y que confiere resistencia 

a tobramicina y amicacina pero no a gentamicina además de afectar a algunas quinolonas 

(172). Independientemente, las altas tasas de resistencia observadas alertan de la posible 

ineficacia de un tratamiento empírico de la urosepsis con estos antibióticos.  
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En cuanto a las enzimas BLEE detectadas, la enzima más prevalente entre nuestros aislados 

fue la CTX-M-15 (54%), seguida de la CTX-M-14 (28%), en consonancia con los datos de otros 

países (70). Estos resultados denotan un cambio en la epidemiología de las BLEE en España, 

donde la enzima más frecuente fue CTX-M-14 hasta la expansión de la CTX-M-15 

(158,173,174). Los aislados productores de CTX-M-15 eran en su mayoría E. coli-ST131 y por el 

contrario los productores de CTX-M-14 eran principalmente no-ST131, la mayoría de ellos 

(55%) pertenecientes al filogrupo B1. Es de destacar que el único aislado no-H30 encontrado 

codificaba para CTX-M-14. Aunque el clon ST131 se ha asociado principalmente a CTX-M-15, 

esto es debido al predominio dentro de este clon del linaje H30Rx, que codifica principalmente 

este tipo de CTX-M (111). No obstante, otros autores han descrito la presencia de otros tipos 

de enzimas BLEE en los aislados ST131, tanto del grupo CTX-M-1 como del 9 (133,134,165). 

 Análisis del genotipo de virulencia 1.2.

El estudio de los factores de virulencia (FV) en los aislados E. coli-BLEE mostró una gran 

variabilidad en el número de FV detectados, pero determinados genes como fyuA, traT y iutA 

se encontraron en la mayoría de aislados (más del 70%) lo que sugiere que estos FV podrían 

estar implicados en la patogénesis de la bacteriemia. El hecho de que dos de estos genes (fyuA 

y iutA) estén implicados en el metabolismo del hierro subraya la importancia de esta faceta del 

metabolismo bacteriano, y orientaría los esfuerzos dedicados a la búsqueda de una vacuna 

para las ITUs de repetición (152). Otros estudios han evaluado la presencia de estos genes en 

aislados E. coli causantes de urosepsis, encontrando un alto porcentaje de aislados con fyuA y 

traT especialmente entre aislados del filogrupo B2 (12). Esto podría sugerir que los aislados B2 

adquirieron este gen muy temprano en su evolución, o bien que son altamente móviles y se 

han diseminado por múltiples eventos de transmisión horizontal. 

Además, los dos FVs (fyuA y iutA) estaban asociados a los aislados pertenecientes al clon 

ST131 junto con otros FVs también frecuentemente detectados entre los aislados E. coli-BLEE 

(iha, usp, ompT, sat, PAI, kpsII y yfcV entre otros). Esto podría indicar una mejor adaptación de 

los aislados ST131 al nicho urinario a la par que una mayor capacidad de traspasar las defensas 

del hospedador y alcanzar el torrente sanguíneo. Diversos estudios han observado una mayor 

presencia de iutA en cepas UPEC frente a cepas fecales, y en estas frente a cepas del medio 

ambiente (32). Esto sugiere que el receptor para el sideróforo aerobactina codificado por iutA 

favorece la colonización intestinal y colabora también en la patogénesis de la ITU y la 

bacteriemia. Además, estudios moleculares han asociado su presencia en plásmidos cuando 

estos eran portadores de genes de resistencia (32). Eso explicaría su asociación con los aislados 
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ST131, cuya producción de CTX-M-15 está asociada a plásmidos con múltiples mecanismos de 

resistencia (158). El mayor número de cepas productoras de yersiniobactina tampoco es de 

extrañar, ya que este sideróforo se ha asociado también a cepas UPEC en general y aislados E. 

coli-ST131 en particular (12,26,117). 

De los aislados estudiados solo un 41% fueron positivos para alguna variante de pap y solo 

papA se asoció con aislados E.coli-ST131. Las variantes del operón pap, que codifica para las 

fimbrias de tipo P, se han asociado de manera dispar con las cepas UPEC. Mientras que un 

estudio de cepas ExPEC mostró un mayor porcentaje de cepas con papA y papGII en cepas 

productoras de BOU frente a cepas que solo producían pielonefritis o bacteriemia de un origen 

distinto (175), otros estudios han mostrado una asociación negativa de este operón con los 

aislados H30-ST131 (152). Este mismo estudio observó la asociación de la variante K2 del 

determinante capsular KpsII con los aislados H30Rx y la ausencia de los genes iss y iroN, 

resultados similares a los nuestros. 

Todos los genes asociados a ST131 en nuestro estudio han sido previamente asociados a 

este clon en la literatura. Los genes fyuA, sat, usp, PAI, iha, kpsII, iutA y ompT fueron 

encontrados en más del 90% de aislados E. coli-ST131 de distintos países en uno de los 

estudios que primero describió la aparición del clon ST131 (73). Igualmente, iss y iroN se 

encontraron en menos del 12% de las cepas, resultados consistentes con los observados en 

nuestros estudio (9% iss, 12% iroN). El papel individual de cada uno de estos FV no está bien 

definido pero cada vez más autores postulan que no es el número total de FV lo que otorga al 

clon ST131 ventajas para su diseminación sino una combinación específica (118). 

Curiosamente, mientras iutA, fyuA y yfcV forman parte de algoritmos descritos para la 

identificación de cepas ExPEC y UPEC (26,155), ninguno de los otros genes se han considerado 

dianas para la detección de cepas E. coli virulentas.  

A pesar de que todos los aislados estudiados provenían de hemocultivos de pacientes con 

BOU, un 33% de nuestros aislados no se clasificó como ExPEC, y el porcentaje ascendió al 41% 

para la clasificación en UPEC. Como era de esperar, la mayoría de aislados ExPEC eran de los 

filogrupos considerados virulentos (B2 y D) mientras que los otros filogrupos se clasificaron 

más frecuentemente como no-ExPEC.  

En consonancia con esto, el índice de virulencia (IV) de los filogrupos B2 y D fue mayor que 

el resto, siendo el IV de los aislados E coli-ST131 el más alto de los estudiados. Es de destacar 

que todos los aislados B2-ST131 se clasificaron como UPEC y solo uno, el aislado no-H30, no 
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fue clasificado como ExPEC. Estos resultados confirman lo ya descrito por prácticamente todos 

los estudios realizados sobre ST131, en cuanto a que es un clon de E. coli con alto contenido en 

genes de virulencia y característicamente UPEC (65,117,176). 

Independientemente de su pertenencia al clon ST131, los aislados clasificados como ExPEC 

y/o UPEC tenían mayor IV a pesar de ser muy escasos. No obstante, los perfiles de virulencia 

de las cepas ExPEC no-ST131 eran muy variados frente a la menor diversidad en los ST131, lo 

que sugiere que determinados perfiles en concreto son más favorables para la diseminación de 

las cepas portadoras, ya sea por una mejor adaptación al nicho intestinal o por una mayor 

capacidad de invasión del torrente sanguíneo, lo cual permite la selección y diseminación de 

esas cepas. Observaciones similares se han realizado en otros estudios en los que se 

estudiaron perfiles de virulencia (177,178). 

Aunque no se disponían de suficientes cepas no-H30 como para que la comparación con el 

subclón H30Rx tuviese potencia estadística, el hecho de que presentase claras diferencias de 

tipado (alelo H41 y Ag O O16) y de sensibilidad antibiótica (CTX-M-14) sugiere que podría 

mostrar también diferencias en el genotipo de virulencia, como de hecho se observa en el 

análisis de su perfil, claramente alejado de los perfiles mayoritarios observados en el resto de 

aislados ST131. Por el contrario, los aislados H30Rx mostraron un perfil de virulencia más 

conservado que el resto de aislados, con un perfil mayoritario y otros menores altamente 

relacionados con él. Estos resultados sugieren una selección positiva sobre determinados FV, 

con movilizaciones horizontales puntuales, datos que corroboran los numerosos estudios que 

refieren un perfil de virulencia conservado en los aislados ST131 (118,177,179). 

2. E. coli-ST131 de origen invasivo 

Ante el predominio del clon E. coli-ST131 como causante de bacteriemias observado en los 

aislados productores de BLEE, se decidió estudiar este clon en toda la colección, detectando 

una prevalencia global de E. coli-ST131 de 17.6%. Esta prevalencia es superior a la encontrada 

por López-Cerero et al. en un amplio estudio con aislados clínicos de E. coli de un hospital 

español, donde la prevalencia encontrada fue de 12.5% (180). No obstante, este estudio solo 

buscó aislados O25b e incluía muestras de localizaciones distintas a la urinaria. Por el 

contrario, nuestros aislados provenían exclusivamente de bacteriemias de origen urinario y 

además estaban recogidas en 8 hospitales de regiones geográficas distintas. En otro estudio 

multicéntrico español que incluía aislados E. coli UPEC y ExPEC productores y no productores 

de BLEE se encontró una prevalencia de ST131 de 16%, similar a la encontrada en este estudio 
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(120). No se observaron diferencias significativas en la prevalencia de ST131 entre los 

hospitales participantes. 

Dentro de la población de ST131 el subclón más prevalente fue el H30Rx (55%), aunque su 

prevalencia fue menor que la descrita por Dahbi et al. (62%), quizá porque el porcentaje de 

aislados E. coli-BLEE incluidos en ese estudio era mayor (38%) (120). Paradójicamente, la 

prevalencia del subclón H30 no-Rx fue inferior a la prevalencia del subclón no-H30. Además, el 

análisis mediante PFGE mostró una mayor similitud entre aislados no-H30 que entre los H30 

no-Rx. Esto podría sugerir que la expansión de los aislados H30 en España se ha realizado 

principalmente a expensas del subclón H30Rx, bien diferenciado del subclón no-H30. La 

asociación observada dentro de los aislados no-H30 del alelo H41 con O16 y la prevalencia del 

alelo H22 se ha descrito en otros estudios (25,120). 

 Resistencias a antibióticos y distribución de BLEE entre los subclones de E. 2.1.

coli-ST131  

Tal y como está descrito en la literatura (115,181), nuestros aislados invasivos E. coli-ST131 

estaban asociados con la resistencia a quinolonas (92% a ácido nalidíxico y 76% a 

ciprofloxacino). Esta asociación se debía a los aislados H30, que fueron significativamente más 

resistentes a quinolonas que los no-H30, con igual porcentaje entre aislados H30Rx y no-Rx. La 

asociación entre el clon ST131 y la resistencia a quinolonas se ha descrito desde la emergencia 

de este clon y podría ser una de las causas de su diseminación (73,111). Estudios moleculares 

posteriores han determinado que la emergencia del clon ST131 se produjo a partir de una cepa 

que adquirió resistencia a fluoroquinolonas mediante mutaciones específicas en gyrA y parC y 

que dio lugar al clado H30 (114,115). Este hecho coincidió con la introducción de las 

fluoroquinolonas en la clínica (circa 1986) lo que probablemente otorgó una ventaja a este 

clado y explicaría su expansión. 

La resistencia a antibióticos betalactámicos observada fue mayor en los aislados H30, 

debido probablemente a que el 28% (21/75) de los aislados fueron productores de BLEE 

(principalmente CTX-M-15), y todos ellos menos uno pertenecían al subclón H30Rx. Los 

aislados de los subclones no-H30 y H30 no-Rx presentaron porcentajes mínimos de resistencia 

a betalactámicos, lo que indica que la resistencia a estos antibióticos se debe 

mayoritariamente al subclón H30Rx y por tanto podrían ser una opción terapéutica si se 

descarta este linaje multirresistente. 
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Además, aunque las diferencias no fueron significativas, los aislados resistentes a 

amoxicilina-clavulánico y/o piperacilina-tazobactam fueron más frecuentes entre los aislados 

H30Rx. Este subclón se ha asociado a multirresistencia, agrupando aislados productores de 

BLEE y a la vez resistentes a amoxicilina-clavulánico (152,179). El mecanismo de resistencia a 

estos antibióticos suele ser enzimas tipo OXA-1 codificadas por genes localizados en el mismo 

plásmido que el gen codificante de BLEE (82).  

Por otra parte, ningún aislado E. coli-ST131 presentó resistencia frente a los 

carbapenémicos estudiados. A pesar de que cada vez hay más estudios que demuestran que 

ese clon puede ser portador de carbapenemasas, generalmente de tipo KPC y por parte de 

aislados del clado H30 (63,91), no fue el caso en este estudio. Oteo et al. describieron una 

prevalencia de 8.4% de E. coli productores de carbapenemasas en un estudio multicéntrico 

español pero la recogida de muestras tuvo lugar en 2013 (91). Es posible que en 2010, fecha de 

recogida de los aislados de nuestro estudio, la prevalencia de carbapenemasas en España y en 

particular en E. coli fuese menor. En España el tipo de carbapenemasa más frecuente es el tipo 

VIM (87), aunque la reciente aparición de varios brotes hospitalarios de OXA-48, 

principalmente en Klebsiella pneumoniae, representa un nuevo cambio en la epidemiología de 

las carbapenemasas en España (91). 

En cuanto a los aminoglucósidos, en general el fenotipo más frecuente fue el de 

sensibilidad a los 3 antibióticos analizados (fenotipo S), pero se observaron claras diferencias 

entre subclones. Los aislados H30Rx se asociaron con mayor resistencia a tobramicina y 

amicacina. Este fenotipo de resistencia solo se encontró entre estos aislados, lo que sugiere 

que podría ser debido a la presencia de la enzima AAC-ϲ’-(lb)-cr. Una vez más, es el subclón 

H30Rx el responsable de la multirresistencia asociada al clon ST131 (111,117), generalmente 

mediada por plásmidos, como se ha descrito para la enzima antes citada (172). No obstante, 

los porcentajes de resistencia a gentamicina y tobramicina fueron superiores en los aislados 

H30 independientemente de la producción de BLEE, lo que podría indicar otros mecanismos de 

resistencia a aminoglucósidos no relacionados con el plásmido portador del gen blaBLEE y/o el 

gen aac-6’-(lb)-cr. 

 Análisis del genotipo de virulencia 2.2.

En E. coli-ST131 se ha observado la presencia de numerosos genes de virulencia, entre ellos 

los genes yfcV, fyuA, usp y iutA. Todos estos genes se han descrito también asociados al clon 

ST131 entre los aislados portadores de BLEE caracterizados en el apartado anterior. Este 
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predominio podría indicar que están implicados en la patogénesis de la bacteriemia de origen 

urinario, y por tanto su asociación con el clon ST131 explicaría el predominio de los aislados de 

este clon frente a los aislados no-ST131 observado entre los E. coli-BLEE.  

Nuestros resultados son muy similares a los descritos en uno de los estudios 

internacionales que describieron por primera vez la aparición intercontinental del clon ST131 

(73). Al igual que en ese estudio, los genes sat, traT, kpsII, ompT, PAI, iutA, usp y fyuA 

mostraron una prevalencia mayor del 70%, pero iss y iroN presentaron un porcentaje mucho 

menor. El gen yfcV no fue analizado en el estudio anteriormente descrito, pero se ha asociado 

a los aislados UPEC (31,128,136). Nuestros resultados muestran por primera vez la alta 

prevalencia de este gen entre los aislados E. coli-ST131 en España. Solo los genes PAI, iha y sat 

fueron significativamente más frecuentes en los aislados del clado H30 que en los aislados no-

H30, sin claras diferencias entre los subclones H30Rx y no-Rx. Estos resultados sugieren 

perfiles diferenciados formados por estos genes según clados, mientras que las diferencias 

entre subclones son mucho más sutiles, principalmente debido a las variantes de kpsII y pap. 

De las variantes del antígeno capsular kpsII analizados, K1 y K5 se encontraron en poco 

aislados (4% y 11% respectivamente) en comparación con K2 (41%). Además, se apreció una 

tendencia a la segregación de variantes por subclones. Los aislados positivos para K1 fueron 

principalmente no-H30, mientras que los positivos para K2 fueron H30Rx. Más de la mitad de 

los aislados K5 eran H30Rx (62%) y el resto fueron H30 no-Rx. Aunque algunos autores han 

observado una gran variabilidad de determinantes capsulares en el subclón H30Rx (182), se 

han observado resultados similares a los obtenidos en nuestro estudio en otros trabajos (179). 

Estos resultados sugieren que la prevalencia de estas variantes del gen kpsII en los aislados 

ST131 se debe a transmisión vertical dentro de cada subclón, aunque son necesarios más 

estudios para profundizar en la posible ventaja en la colonización o patogénesis que estos FV 

confieren.  

Además de las diferencias en el antígeno capsular, se observó que los aislados del clado 

H30 se diferenciaban en la codificación para fimbrias tipo P, que está asociadas a colonización 

e invasión del tracto urinario superior (32). Mientras los aislados H30Rx fueron positivos para 

alguna variante del operón pap entre un 34%-37% de los casos, ningún aislado H30 no-Rx fue 

positivo. Estos resultados sugieren que el subclón H30Rx es más virulento que el subclón H30 

no-Rx, a pesar de pertenecer al mismo clado, y que este es incluso menos virulento que los 

aislados no-H30. Estudios moleculares han sugerido que la expansión del clon ST131 se ha 

producido a expensas de su clado H30 (116) y que la adquisición de genes de virulencia fue 
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uno de los motivos claves de su éxito (115). No obstante, esos mismos estudios confirmaron 

que la expansión del clon ST131 englobó tanto a cepas H30Rx como no-Rx. Dada la diferencia 

en genes de virulencia observada en nuestros resultados, el genotipo de virulencia puede no 

haber sido el determinante de expansión que se había considerado. Otras posibles 

explicaciones son la pérdida de genes por parte del subclón H30 no-Rx posterior a su 

expansión, o bien la presencia de otros genes en este subclón que compensan la falta de 

fimbrias P aumentando la virulencia por otras vías. 

Por otro lado, ningún aislado presentó los genes bmaE o papGI. Esto corrobora los 

resultados de otros estudios en los que no se encontró ningún aislado con el gen bmaE entre 

los E. coli pertenecientes al filogrupo B2, al que pertenece el clon ST131 (12). El gen papGI no 

fue detectado en un estudio en el que se comparaba el genotipo de virulencia de aislados E. 

coli causantes de urosepsis, pielonefritis o bacteriemia de origen distinto al urinario (175). 

Evaluando los FV en conjunto mediante el IV, se observó un contenido significativamente 

mayor en FV en los aislados H30Rx que en los no-Rx, y una tendencia a la significación en la 

diferencia de IV entre los aislados H30Rx y los no-H30. Estos resultados apoyan las 

observaciones anteriores de que los subclones dentro del clado H30 muestran diferencias 

significativas en cuanto a FV que indican una evolución divergente. El mayor contenido en FV 

del subclón H30Rx es un dato bien conocido y que se reproduce en muchos de los estudios que 

lo analizan (18,179). 

Prácticamente todos los aislados ST131 fueron clasificados como UPEC según el algoritmo 

descrito en el apartado de material y métodos. Por otro lado, mientras que el 93% de aislados 

H30Rx y el 86% de los no-H30 se clasificaron como ExPEC, poco más de la mitad de aislados 

H30 no-Rx (55%) se clasificaron como tal. Sin embargo, todos los aislados procedían de 

bacteriemias de origen urinario. Estos resultados sugieren que si bien el algoritmo para 

detectar UPEC tiene una alta especificidad desde el punto de vista del origen de la cepa, el 

algoritmo para ExPEC es algo inferior. No obstante, la clasificación como ExPEC estuvo 

claramente relacionada con un mayor contenido de FV, lo que explicaría el bajo porcentaje de 

aislados ExPEC entre los H30 no-Rx. Por tanto, el status de ExPEC es un buen indicador de alto 

contenido en FV pero que no necesariamente se traduce en capacidad de producir infección 

invasiva, como muestra el 16% de aislados no-ExPEC causantes de BOU de nuestro estudio. En 

la literatura, los aislados ExPEC (y por tanto los UPEC) se han asociado frecuentemente con 

mayor contenido en FV (183) pero también se han encontrado como microbiota intestinal en 

individuos completamente sanos (15). 
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Paradójicamente, la clasificación en UPEC englobó a casi todos los aislados clasificados 

como ExPEC, cuando lo esperable sería lo contrario. Dado que el algoritmo para la detección 

de UPEC incluye el gen chuA, presente en todos los aislados del filogrupo B2 según la 

clasificación de Clermont et al. (10), no es de extrañar que los aislados pertenecientes al clon 

ST131 se clasifiquen más frecuentemente como UPEC. Tanto el gen fyuA como yfcV son 

también altamente prevalentes en estas cepas, mientras que la prevalencia del gen vat fue 

muy baja en estos aislados. Por otro lado, de los genes incluidos en el algoritmo para ExPEC 

(kpsII, iutA, papA y/o papC, sfa/foc y afa/dra) solo kpsII y iutA están consistentemente 

asociados a ST131 (73) y fueron altamente prevalentes en nuestra colección. Por el contrario, 

los genes del operón pap solo fueron frecuentes en los subclones no-H30 y H30Rx y sfa/foc y 

afa/dra fueron positivos solo en el 3% y 24% de aislados respectivamente. Estos dos últimos 

genes muestran una prevalencia variable en aislados E. coli-ST131 según la literatura, lo que 

sugiere movilidad horizontal. Esta variabilidad en los diferentes genes de virulencia asociados 

con los algoritmos ExPEC y UPEC entre los aislados pertenecientes al clon ST131 podría explicar 

el menor porcentaje de aislados ExPEC respecto a los UPEC encontrado en este estudio. 

El análisis de los perfiles de virulencia mostró una gran variabilidad, con más del 70% de los 

perfiles representados por solo un aislado. No obstante, los aislados H30Rx, especialmente los 

portadores de CTX-M-15, mostraron menor diversidad de perfiles. Además, los perfiles más 

frecuentes correspondían mayoritariamente con aislados de este subclón. Otros autores han 

observado perfiles característicos en el clon ST131 y los han asociado a pulsotipos frecuentes 

dentro de este. Blanco et al. definió estos perfiles como virotipos y determinó un algoritmo 

para definirlos (119). Estudios posteriores encontraron una buena correlación entre el análisis 

de clonalidad mediante PFGE y los perfiles de virulencia, lo que sugiere una base clonal para 

las diferencias de perfiles de FV entre los subclones. Nuestros resultados apoyan esa teoría al 

menos en cuanto al subclón H30Rx se refiere. 

3. Modelo murino de virulencia experimental 

El uso de un modelo de ratón para evaluar la virulencia experimental de aislados ExPEC se 

encuentra bien establecido (13). Con diversas modificaciones, varios trabajos han utilizado el 

modelo murino diseñado por Picard et al. para evaluar la virulencia de aislados E. coli-ST131 

con resultados diversos (72,118,125). 

Para este estudio se seleccionaron todos los aislados E. coli-BLEE ST131 y 27 aislados E. coli-

ST131 no productores de BLEE. Esta selección de cepas mostró características microbiológicas 

en consonancia con lo encontrado en apartados anteriores. La mayoría de aislados 
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pertenecían al subclón H30Rx, en particular los productores de BLEE. Las características de 

sensibilidad y genotipo de virulencia fueron las descritas anteriormente.  

En cuanto a la virulencia experimental observada, se observó una letalidad muy variada, 

aunque la mediana global fue alta. Estos resultados apoyarían lo observado por estudios 

previos que refieren una mayor letalidad del clon ST131 en este modelo experimental 

(72,119). Otros estudios han referido también una letalidad muy variada entre aislados 

pertenecientes al clon ST131 (118,125). Se observó un índice de letalidad (IL) alto entre los 

aislados del subclón H30Rx, pero paradójicamente, los aislados no-H30 presentaron un IL 

mayor que los H30 no-Rx, al contrario de lo que sería esperable dada la relación filogenética de 

los subclones pertenecientes al clado H30. Esta diferencia entre los distintos subclones podría 

explicar por qué en estudios comparativos entre aislados ST131 y no-ST131 no se han 

encontrado diferencias significativas en cuanto a letalidad. Es posible que sean los aislados 

H30Rx los responsables de la mayor letalidad atribuida al clon ST131 en conjunto. Este subclón 

se ha asociado a casos de sepsis con mayor frecuencia que el resto de subclones (113). 

Solo dos genes se encontraron asociados a una mayor virulencia experimental: la variante 

K2 del gen kpsII y el gen pap, entendiendo este como positivo si alguna de sus variantes (papA, 

papC, papEF o papG) estaba presente en el aislado. Sin embargo, ninguna de las variantes del 

operón pap en concreto ni el gen kpsII como operón se asoció con una mayor letalidad. Estos 

resultados contradicen en parte lo expuesto por Johnson et al. en su estudio del genotipo de 

virulencia de aislados ExPEC y la relación con su letalidad en un modelo murino similar al 

utilizado en esta tesis. En este estudio lo autores encontraron relación entre letalidad y 

variantes de kpsII y pap, pero fueron K1, papA y papGIII los genes asociados a mayor letalidad, 

además del gen vat (125). Otros estudios sin embargo han sugerido que K2 podría conferir 

mayor letalidad (120). 

La correlación observada entre el IV y el IL fue débil, en contra de lo que sería esperable 

dado que los aislados H30Rx presentaban tanto mayor IV como un alto IL. Existen resultados 

dispares en la literatura. Mientras un estudio con aislados ExPEC tanto ST131 como no-ST131 

encontró relación entre el IV y la letalidad en un modelo murino (125,128), otros estudios no 

encontraron esa asociación entre aislados E. coli-O16-ST131 (120,154). 

Por otro lado, la clasificación en ExPEC fue un buen marcador de letalidad de nuestros 

aislados en el modelo murino. Estos resultados corroboran los encontrados por otros estudios, 

en los que la clasificación por ExPEC se asoció con letalidad tanto entre aislados ST131 como 
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no ST131 (120,125). Paradójicamente, los aislados ExPEC presentaron un mayor IV 

independientemente del subclón, lo que indicaría una posible correlación positiva entre IL e IV, 

correlación que no se encontró. No obstante, los mayores IV e IL observados en cepas ExPEC 

explicarían los resultados del estudio de Johnson et al. en los que sí se encontró esa 

asociación, ya que todos los aislados incluidos en ese estudio eran ExPEC (125). Dado que los 

dos únicos FV asociados a un mayor IL están relacionados con el algoritmo que describe ExPEC, 

estos resultados sugieren que son FV específicos y/o la combinación entre ellos y no el 

acúmulo de FV en una cepa lo que confiere mayor virulencia experimental. Otros autores han 

sugerido esta teoría (16,118). 

En resumen, la virulencia experimental de los aislados analizados en este estudio fue muy 

variable, pero se encontraron asociaciones entre el IL y determinados FVs y sus 

combinaciones. Es interesante destacar que los aislados analizados provenían todos de 

infecciones sistémicas establecidas. A falta de datos epidemiológicos y clínicos de los pacientes 

que sufrieron estas infecciones y que hagan suponer un estado inmunológico que facilite a 

cepas menos virulentas causar infección, se puede suponer que estos aislados ya han probado 

su virulencia, al ser capaces de causar urosepsis. Y sin embargo, la virulencia experimental 

observada no es consistente en todas las cepas, lo que concuerda con la observación de otros 

autores de que cepas de origen invasivo no necesariamente muestran mayor letalidad en los 

modelos experimentales (128). 

Las variaciones observadas en el modelo animal podrían deberse a otros factores. Para 

empezar, el modelo utilizado no evalúa las etapas de la infección urinaria, ya que se inocula la 

cepa a estudio a los ratones de forma subcutánea en la zona cervical. Por tanto, características 

que podrían suponer una mayor capacidad de producir infección (adherencia al uroepitelio, 

producción de toxinas o síntesis de fimbrias) no son apropiadamente evaluadas en este 

modelo y podrían sesgar los resultados. Por otro lado, el hecho de no incluir aislados no-ST131 

en el estudio de virulencia experimental limita las conclusiones que se pueden extraer de los 

resultados al no poder comprobar si el clon ST131 o alguno de sus subclones presenta mayor 

virulencia experimental que los aislados que no pertenecen a este clon. Además, en estos 

modelos no es posible evaluar la influencia de factores procedentes del hospedador. En un 

estudio en el que se analizó la virulencia experimental de cepas productoras de BOU y en el 

que se incluyeron datos clínicos de los pacientes que proporcionaron las cepas se observó que 

la virulencia experimental coincidía tanto con características bacteriana como del hospedador 
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(128). Estos resultados sugieren que la letalidad es resultado de la interacción de múltiples 

factores, tanto de la cepa como del hospedador.  

4. Aislados de E. coli-BLEE-ST131 no invasivos  

Numerosos estudios han evaluado la prevalencia del clon ST131 en colecciones de aislados 

clínicos (6,18,25) pero se disponen de poco datos acerca de su prevalencia como colonizador. 

Varios autores han propuesto que el tracto intestinal es un reservorio de cepas capaces de 

producir infección urinaria (15,183) y por tanto el clon ST131 no sería una excepción. Una de 

las teorías propuestas para explicar su diseminación es que posee FV que facilitan la 

colonización del intestino en detrimento de otras cepas (125). La asociación del clon ST131 con 

la diseminación mundial de las BLEE tipo CTX-M (71) hace de su estudio una herramienta muy 

útil para conocer la prevalencia de un problema considerado de amenaza para la salud pública 

por la OMS (65).  

Se observó una prevalencia de E. coli-BLEE-ST131 del 20% en las muestras rectales de 

pacientes hospitalizados, algo inferior a la prevalencia del 26% encontrada por Birgy et al. en 

un estudio longitudinal francés de prevalencia de enterobacterias productoras de BLEE en 

niños menores de 2 años desde 2010 a 2015 (184). En un estudio similar anterior estos mismos 

autores encontraron una prevalencia mucho más baja (9%) (139) lo que sugiere que el clon 

ST131 ha aumentado progresivamente su prevalencia como colonizador a la par que se ha 

visto incrementada su prevalencia entre aislados clínicos. Esta progresión se observó también 

entre aislados resistentes a fluoroquinolonas procedentes de colonización intestinal de 

pacientes hospitalizados en hospitales universitarios de EE.UU entre 2002 y 2004, 

observándose un incremento en la prevalencia del clon ST131 desde un 8% a un 50% (185). La 

prevalencia del clon ST131 fue mayor en un estudio de colonización por enterobacterias 

multirresistentes, donde se encontró un 38% de aislados del clon ST131 entre los E. coli (186). 

Igualmente, el clon ST131 se encontró en el 41% de los aislados E. coli resistentes a 

cefalosporinas de amplio espectro recogidos en cinco centros de rehabilitación de cuatro 

países (161). En general, la prevalencia de aislados ST131 colonizadores descrita en la 

literatura es muy variable y refleja las diferencias en poblaciones estudiadas. Son necesarios 

estudios epidemiológicos más completos para definir con mayor exactitud la prevalencia de 

este clon en la microbiota intestinal humana. 

Aunque el clado H30 fue predominante entre los aislados estudiados, los tres subclones 

mostraron porcentajes similares (32% de aislados no-H30 y H30 no-Rx y 36% de aislados 

H30Rx). Muy pocos estudios han analizado la estructura a nivel de subclón de los aislados 
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ST131 fecales. En el estudio francés antes referido de colonización en niños se observó el 

predominio de los aislados O25b-H30 (77%) frente a los O16-H41 (23%) (184) y en el estudio 

de EE.UU todos los aislados ST131 pertenecían al clado H30, de los cuales solo el 33% eran 

aislados H30Rx (185). Nuestros resultados sugieren que así como el subclón H30Rx se asocia a 

producción de infecciones invasivas y se encuentra mayoritariamente en los estudios con 

aislados clínicos (6,113), todos los subclones de ST131 tienen las mismas capacidades de 

colonización intestinal.  

Se observaron diferencias importantes en la prevalencia de E. coli-ST131 entre los distintos 

hospitales incluidos en el estudio. Fue particularmente llamativa la prevalencia de los aislados 

H30Rx en el hospital de Madrid y la de los aislados H30 no-Rx en Ginebra. Solo un estudio de 

prevalencia de colonización por ST131 resistente a cefalosporinas de amplio espectro en la 

literatura incluye cepas españolas (161) y observó una prevalencia de 25% de aislados ST131 

pero no se especificó el subclón. Igualmente, un 26% de aislados recogidos en un estudio suizo 

sobre colonización de pacientes de atención primaria por enterobacterias productoras de BLEE 

pertenecían al clon ST131 (187) pero tampoco en este caso se tiparon los subclones. Nuestros 

resultados sugieren que subclones distintos predominan en regiones geográficas distintas y 

una posible explicación es la existencia de distinta presión selectiva en cada país por 

diferencias en el consumo de antibióticos. 

Además, aunque las diferencias no fueron totalmente significativas, se observó un mayor 

número de aislados del subclón no-H30 en Berlín y Utrecht. En una revisión de la literatura no 

se encontraron estudios de prevalencia de colonización por E. coli-ST131 en Alemania u 

Holanda que analizasen la estructura poblacional a nivel de subclón, aunque en general se 

observó una mayor prevalencia de aislados del clado H30 (188–190). Por tanto, esta es la 

primera descripción de una mayor prevalencia del subclón no-H30 entre aislados E. coli-BLEE 

de colonización Alemania y Países Bajos.  

 Estudio de sensibilidad a antibióticos y caracterización de BLEEs 4.1.

No se observaron grandes diferencias en las resistencias a antibióticos entre los aislados E. 

coli-ST131 y no-ST131, aunque esta comparación está limitada por el escaso número de 

aislados E. coli-BLEE no-ST131 incluidas. Es de destacar el porcentaje de aislados ST131 

resistentes a cefepima (55%), muy inferior al observado en los aislados ST131-BLEE 

productores de BOU (71%). Por otro lado, los aislados no-ST131 mostraron menor porcentaje 

de resistencia a cefepima entre la población invasiva (44%) que la no invasiva (90%). Estas 
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diferencias fueron particularmente marcadas en los aislados no-ST131 no invasivos de Berlín y 

Utrecht. Es probable que exista algún factor específico de los aislados de esos hospitales que 

explique esa prevalencia, como puede ser las diferencias en el tipo de BLEE codificada o sus 

niveles de expresión, así como la existencia de otros mecanismos de resistencia diferentes a 

los presentes en los aislados productores de BOU, como por ejemplo alteraciones de la 

permeabilidad o producción de OXA-1 (169).  

Los aislados de cada subclón de E. coli-ST131 mostraron características similares en cuanto 

a sensibilidad a las observadas en los aislados invasivos. En comparación con los otros 

subclones, el subclón H30 no-Rx mostró un menor porcentaje de aislados resistentes a todos 

los antibióticos excepto a quinolonas y cotrimoxazol, mientras que el subclón H30Rx agrupó 

aislados con mayor porcentaje de resistencia a todas las familias de antibióticos. La alta 

prevalencia de aislados H30Rx en Madrid y de H30 no-Rx en Ginebra supuso que los aislados 

con mayor tasa de resistencias a la mayoría de antibióticos se acumularan en Madrid mientras 

que los aislados de Ginebra mostraron bajos porcentajes de resistencia en general. También es 

de destacar la alta prevalencia de aislados resistentes a ceftazidima y cefepima en Berlín tanto 

entre los aislados ST131 como los no-ST131, a pesar de que el subclón más común en ese 

hospital fue el no-H30. Estas diferencias podrían explicarse por el tipo de enzima asociada a 

cada subclón en los distintos hospitales del estudio. 

Las diferencias geográficas marcaron también la caracterización de las BLEEs. Aunque la 

enzima CTX-M-15 fue la más prevalente entre los aislados E. coli-ST131 de colonización al igual 

que en los invasivos, la enzima CTX-M-27 fue la segunda en frecuencia, y la más frecuente en 

Ginebra, a pesar de no haberse detectado en aislados invasivos. Esta enzima se ha detectado 

ya en otros estudios entre aislados ST131 (133,161,168,191,192) y se ha detectado un 

aumento en países asiáticos (134,193). En los aislados E. coli-no-ST131 estudiados, por el 

contrario, se observó un porcentaje mucho menor de aislados productores de CTX-M-27, 

siendo más frecuentes en estos aislados las enzimas CTX-M-14 (27%) y CTX-M-15 (23%). Entre 

los aislados E. coli-ST131 la enzima CTX-M-27 se encontró asociada al subclón H30 no-Rx y un 

menor porcentaje de resistencias a betalactámicos (incluyendo amoxicilina-clavulánico y 

piperacilina-tazobactam) y aminoglucósidos, lo que explica los bajos porcentajes de resistencia 

a estos antibióticos observados tanto en el subclón H30 no-Rx como en Ginebra. Estos 

resultados sugieren que la CTX-M-27 se ha introducido en Europa, probablemente desde Asia, 

y se está expandiendo gracias al subclón H30 no-Rx, de manera similar a como lo ha hecho la 

CTX-M-15 con el subclón H30Rx. La ausencia de multirresistencia en este subclón podría 
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suponer una desventaja frente a otras cepas más resistentes, lo que explicaría su ausencia 

entre aislados invasivos. 

Igualmente, se encontró una asociación importante entre el subclón H30Rx y la producción 

de la enzima CTX-M-15, observándose un predominio muy marcado de ambos entre los 

aislados E. coli-BLEE ST131 de Madrid. Estos resultados sugieren que este subclón 

multirresistente tiene un reservorio en el intestino de pacientes hospitalizados, lo que 

explicaría el predominio observado entre los aislados E. coli-BLEE de origen invasivo del 

subclón CTX-M-15-H30Rx, ya que el 41% (16/39) de los aislados productores de BLEE 

detectados procedían de hospitales de Madrid. 

La explicación a estas variaciones geográficas probablemente sea multifactorial. Un posible 

factor influyente es la presión selectiva ejercida por el uso de antibióticos tanto en terapéutica 

humana como en veterinaria. Las diferencias en políticas y consumo de antibióticos en los 

distintos países podría ser la causa de la selección de un subclón u otro. Se ha alertado de un 

incremento del consumo de amoxicilina-clavulánico en España que se ha asociado al 

incremento de las tasas de resistencia a este antibiótico (81) lo que podría seleccionar para los 

aislados del subclón H30Rx. En un estudio ambiental en Suiza de prevalencia de 

enterobacterias productoras de BLEE se detectó CTX-M-27-ST131 en una planta de reciclaje de 

agua destinada a riego de cultivos (194). Se ha descrito la presencia del clon ST131 en 

alimentos de consumo humano en varios países incluido Suiza (25,136,195), por lo que podría 

representar una fuente de colonización humana. Estos hechos refuerzan la importancia de 

estudios epidemiológicos para detectar la presencia de estos clones de alto riesgo e impedir su 

diseminación. 

 Análisis del genotipo de virulencia 4.2.

En cuanto a virulencia, los genotipos fueron muy similares a los observados entre aislados 

invasivos, lo que apoya la teoría de que las cepas UPEC tienen un reservorio en el intestino (15) 

y los factores de factores de virulencia son probablemente factores de colonización y 

persistencia (196). Las diferencias observadas en cada subclón respecto a variantes del 

antígeno capsular y de las fimbrias P son interesantes, y podrían explicar las diferencias de 

patogenicidad de los subclones. Además, podrían ser dianas potenciales para el desarrollo de 

vacunas frente a la ITU. 

Las variaciones en el contenido de FV entre aislados no-invasivos de los distintos hospitales 

se debían principalmente al predominio de un determinado subclón en distintas zonas 
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geográficas. Así, la mayor prevalencia de aislados portadores de la variante K2 del antígeno 

capsular en Madrid se debe al gran porcentaje de cepas de ese hospital que se clasifican en el 

subclón H30Rx, el cual está asociado con esa variante antigénica. La alta tasa de colonización 

en Madrid por este subclón, que presenta un alto contenido de FV, podría explicar su 

predominio entre los aislados invasivos, aunque el papel que desempeñan estos FV no está 

bien definido. 

El IV global fue muy variable, como ocurría en los aislados invasivos, pero en este caso no se 

observaron diferencias entre subclones lo que podría indicar que el subclón H30Rx no es 

necesariamente más virulento que el resto, y su presencia predominante como causante de 

BOU se debe a otros factores (124,128). Por el contrario, la clasificación en UPEC y ExPEC fue 

buen predictor de un mayor contenido en FV tanto en aislados E. coli-ST131 como no-ST131. Al 

igual que ocurría en los aislados invasivos, un mayor número de aislados fueron UPEC que 

ExPEC y un 15% de aislados mostraron resultados discordantes (UPEC pero no-ExPEC o 

viceversa) lo que indica que estas definiciones no son completamente específicas en cuanto al 

origen del aislado. 

La variabilidad de perfiles de virulencia fue mayor entre los aislados de colonización que en 

los invasivos. Curiosamente, fueron los aislados H30 no-Rx los que parecieron mostrar una 

menor diversidad de perfiles, al contrario que en los aislados invasivos, donde fue el subclón 

H30Rx el que mostró menor diversidad. Son necesarios más estudios para evaluar el papel de 

estos perfiles en la colonización del intestino y si realmente los perfiles encontrados en los 

aislados invasivos son más letales que los encontrados en los colonizadores. 
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1. La prevalencia de Escherichia coli productor de BLEE entre los aislados causantes de 

bacteriemia de origen urinario (8.6%) es similar a la encontrada en otros estudios 

españoles. Estos aislados se acompañan de altas tasas de resistencia a otras familias 

de antibióticos, como quinolonas, aminoglucósidos y cotrimoxazol. 

2. CTX-M-15 es la enzima detectada con mayor frecuencia (54%) entre los aislados de E. 

coli-BLEE causantes de bacteriemia de origen urinario, seguida de CTX-M-14. 

3. El análisis de la estructura poblacional de E. coli-BLEE demostró la expansión del clon 

de alto riesgo ST131 y en particular de su subclón H30Rx como causante de 

bacteriemias de origen urinario. ST131-H30Rx se ha asociado con la producción de 

CTX-M-15 y resistencia a las combinaciones de penicilinas con inhibidores de 

betalactamasas, quinolonas y a los aminoglucósidos (tobramicina y amicacina). Por el 

contrario, otros clones de E. coli-BLEE presentaron mayor diversidad de enzimas con 

predominio de CTX-M-14. 

4. El cribado del clon ST131 en toda la colección de E. coli de origen invasivo identificó su 

presencia tanto en cepas productoras como no productoras de BLEE, y fue el causante 

del 17.6% de los episodios de bacteriemias de origen urinario. Entre la población de E. 

coli-ST131 no productor de BLEE también se observó un predominio del subclón 

H30Rx, mientras que las poblaciones H30 no-Rx y no-H30 fueron minoritarias.  

5. El análisis mediante PFGE identificó la presencia de un clúster (Clúster A) que agrupó 

todas las cepas de E.coli-ST131-H30Rx productoras de CTX-M-15, indicando la 

diseminación interhospitalaria de un particular linaje de E.coli-ST131.  

6. En general, los aislados E. coli-BLEE de origen invasivo presentan un alto contenido en 

genes de virulencia, agrupados en un alto número de perfiles, con la excepción de 

E.coli-ST131 H30Rx. Esta observación, indicaría la posible selección de un linaje 

epidémico de H30Rx en nuestro país (Clúster A) con perfiles de virulencia 

característicos.  

7. Las diferencias de prevalencia de los distintos factores de virulencia observadas entre 

los subclones de E. coli-ST131, especialmente las relacionadas con el determinante del 

antígeno capsular, podrían ayudar a sospechar la presencia de los diferentes 

subclones, orientando su tratamiento empírico.  



CONCLUSIONES 

 

162 
 

8. La clasificación en ExPEC y UPEC de E. coli es un buen marcador del alto contenido en 

genes de virulencia, pero no se corresponde con el origen esperado del aislado.  

9. El modelo murino de sepsis utilizado en este trabajo no mostró una buena correlación 

entre el índice de virulencia y la virulencia experimental y no hubo diferencias 

significativas entre subclones que expliquen un mayor predominio de un subclón entre 

aislados invasivos en base a su contenido en factores de virulencia. 

10. La presencia del clon de alto riesgo E. coli-BLEE-ST131 en el tracto intestinal de 

pacientes hospitalizados pone de relevancia la importancia de este nicho como 

reservorio y resalta la importancia de las estrategias de vigilancia de portadores de 

enterobacterias multirresistentes.  

11. A diferencia de lo observado en los aislados invasivos, la estructura poblacional de los 

aislados de colonización no mostró diferencias de prevalencia entre los diferentes 

subclones de E. coli-ST131. No obstante, se observaron importantes variaciones 

geográficas que afectaron también a los distintos tipos de BLEE; mientras que en 

Madrid predominaron los aislados CTX-M-15-H30Rx, en Ginebra predominaron los 

aislados CTX-M-27-H30 no-Rx.  

12. CTX-M-27, enzima más prevalente hasta ahora en países asiáticos, fue la segunda BLEE 

más frecuente en nuestro estudio. El análisis por PFGE mostró que su emergencia en 

Europa podría estar ligada a la diseminación de una subpoblación de H30 no-Rx.  

13. Los aislados no invasivos H30 no-Rx mostraron una menor variabilidad de perfiles de 

virulencia que los aislados invasivos del mismo subclón. Este hecho indicaría la 

emergencia  de un linaje colonizador dentro de este subclón con perfiles de virulencia 

característicos. 
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Juliá Gómez9, M. Xercavins10, Luis Martı́nez-Martı́nez2,11,12, Marina De Cueto2,13, Rafael Cantón1,2 and

Patricia Ruiz-Garbajosa1,2* on behalf of the ITUBRAS-GEIH-SEIMC Group†

1Servicio de Microbiologı́a, Hospital Universitario Ramón y Cajal and Instituto Ramón y Cajal de Investigación Sanitaria (IRYCIS), Madrid,
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Objectives: The objective of this study was to assess the prevalence and molecular epidemiology of ESBL-
producing Escherichia coli causing healthcare-associated (HCA) and community-associated (CA) bacteraemia
of urinary origin (BUO) in Spain.

Methods: An observational cohort study was conducted at eight hospitals from different Spanish geographical
areas (2010–11). BUO episodes (n¼425) were classified as HCA (n¼215) and CA (n¼210), and one blood isolate
per episode was collected. Susceptibility testing was performed, ESBLs were screened by double-disc diffusion test
and ESBL and OXA-1 genes were characterized (PCR and sequencing). Population structure (phylogenetic groups,
XbaI-PFGEandMLST) and ST131 subtyping (PCR) were determined. Virulence genes were detected by PCR and viru-
lence score, profiles and extraintestinal pathogenic E. coli (ExPEC) status calculated.

Results: ESBL-producing E. coli prevalence was 9.2% (39/425). ESBL-producing E. coli episodes were significantly
associated with HCA-BUO episodes [14% (30/215) versus 4.3% (9/210); P¼0.001]. The highest non-susceptibility
proportions corresponded to ciprofloxacin (97.4%), amoxicillin/clavulanate (74.4%), co-trimoxazole (69.2%)
and tobramycin (61.5%). Of the 39 ESBL-producing E. coli isolates, 34 produced CTX-M enzymes (21 CTX-M-15,
11 CTX-M-14 and 2 CTX-M-1). Fifteen STs were identified, the B2-ST131 clone being the most prevalent (54%;
21/39). All ST131 isolates were ExPEC and had the highest virulence scores, but they showed less diversity in
virulence profiles than other STs. The H30Rx subclone accounted for most ST131 isolates (20/21), co-produced
CTX-M-15 (20/20) and OXA-1 (19/20) enzymes and was associated with HCA episodes (16/20).

Conclusions: The CTX-M-15-ST131-H30Rx subclone is a relevant MDR pathogen causing BUO,mainly HCA episodes.
The dominance of this subclone with comparatively less diversity of virulence profiles reflects the spread of a suc-
cessful and MDR ESBL ST131 lineage in Spain.

Introduction

Although ESBL-producing Escherichia coli isolates were first

described in the hospital setting, several reports soon described

the dissemination of these isolates in the community.1 Changes

in ESBL epidemiology have coincided with the emergence of the
ST131 clone, which is considered a high-risk E. coli clone and is
mostly associated with urinary tract infection (UTI) and bacter-
aemia.2 Analysis of the ST131 population structure has identified
the H30 and H30Rx subclones, and H30Rx has been associated

# The Author 2016. Published by Oxford University Press on behalf of the British Society for Antimicrobial Chemotherapy. All rights reserved.
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Abstract 

Objective: To assess experimental virulence among sequence type 131 (ST131) 

Escherichia coli bloodstream isolates in relation to virulence genotype and subclone. 

Methods: We analysed 48 Spanish ST131 bloodstream isolates (2010) by PCR 

for ST131 subclone status (H30Rx, H30 non-Rx, or non-H30), virulence genes (VGs), and 

O-type. Then we compared these traits with virulence in a murine sepsis model, as 

ŵeasured ďy illŶess severity sĐore ;ISSͿ, rapid lethality ;ŵeaŶ ISS ≥ ϰͿ, aŶd > ϱ0% 

lethality.  

Results: Of the 48 study isolates, 65% were H30Rx, 21% H30 non-Rx, and 15% 

non-H30; 44% produced ESBLs, 98% were O25b, and 83% qualified as extraintestinal 

pathogenic E. coli (ExPEC). Of 50 VGs, ibeA was associated significantly with non-H30 

isolates, and sat and malX with H30 isolates. Median VG scores differed by subclone, 

i.e., 12 (H30Rx), 10 (H30 non-Rx), and 10.5 (non-H30) (p = 0.001). Nearly 80% of 

isolates represented a described virotype. In mice, H30Rx and non-H30 isolates were 

more virulent than H30 non-Rx isolates (according to ISS [p = 0.03], rapid lethality [p = 

0.03], and > 50% lethality [p = 0.01]), as were ExPEC isolates compared with non-ExPEC 

isolates (median ISS, 4.3 vs. 2.7: p = 0.03). In contrast, individual VGs, VG scores, VG 

profiles, and virotypes were not associated with mouse virulence.  

Conclusions: ST131 subclone and ExPEC status, but not individual VGs, VG scores or 

profiles, or virotypes, predicted mouse virulence. Given the lower virulence of non-Rx 

H30 isolates, hypervirulence probably cannot explain the ST131-H30 clade's epidemic 

emergence 
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