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1. Introduccion

En pleno siglo XXI, las enfermedades infecciosas contintan siendo un reto a
nivel mundial. Pese al gran avance realizado en los ultimos afios en el diagndstico y
tratamiento de las mismas, continuian siendo la tercera causa de muerte a nivel mundial
tras los accidentes y las enfermedades no trasmisibles (cardiovasculares

fundamentalmente), y la primera en el continente africano [1].

Aunque inicialmente el desarrollo e introduccién de los antimicrobianos redujo
considerablemente la mortalidad de las enfermedades infecciosas [2], hoy por hoy el
desarrollo de resistencias supone un reto e incluso una amenaza a los que debemos
enfrentarnos [3,4]. Las principales sociedades cientificas recomiendan la administracion
apropiada de los antimicrobianos, que incluye la seleccion dptima del principio activo,
la dosis y la duracion del tratamiento adecuadas y medidas para el control del uso de
antibidticos, que puedan impedir o retrasar la aparicion de resistencias entre los
microrganismos, dado que el resultado de la aparicion de resistencias a los
antimicrobianos conlleva un aumento de la morbilidad, mortalidad y costos de la

atencion de la salud [3,5-8].

Asimismo el aumento de longevidad [9], el desarrollo y utilizacion de técnicas
cada vez mas invasivas y el incremento en el uso de farmacos inmunosupresores ha
condicionado que los pacientes tengan infecciones mas complejas, y con menor

capacidad inmunitaria para sobrellevarlas.

En este contexto epidemioldgico actual, con mayor nimero de pacientes
longevos, con mayores intervencionismos e inmunosupresion, conjuntamente con la
aparicion progresiva y alarmantemente rapida de resistencias a los antimicrobianos, la
deteccion precoz de datos de gravedad y mal prondstico en los pacientes que promuevan

la mayor precocidad en su atencion intensiva han de ser bienvenidos.
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1.1.Sepsis y respuesta inflamatoria sistémica

1.1.1.Concepto

La sepsis es el sindrome clinico derivado de la respuesta inflamatoria secundaria
la infeccion. El hecho fisiopatoldgico cardinal es la disregulacion de la respuesta
inflamatoria a la infeccion, comin a otras noxas, y cuyos efectos van a ocurrir a
distancia de la localizacion de la infeccion. Mediada por mediadores proinflamatorios,
ocasiona a nivel tisular vasodilatacion, leucocitosis y aumento de la permeabilidad de la
microcirculacion. Esta respuesta exagerada, lesiva y descontrolada de la inflamacién

puede llevar al fallo multiorgdnico y la muerte.

En 1992, el American College of Chest Physicians (ACCP) y la Society of
Critical Care Medicine (SCCM) [10] introdujeron las definiciones de sindrome de
respuesta inflamatoria sistémica (SRIS), sepsis, sepsis severa, shock séptico y fracaso

multiorganico.

La idea central para la definicion de SRIS radica en que cualquier insulto al

organismo, infeccioso o no, provoca una misma respuesta inflamatoria (Figura 1).

OTRAS
SEPSIS
SEPSIS PANCREATITIS
INFECCION | SEVERA fSIRS
| TRAUMA
QUEMADURAS

Figura 1. Sindrome de Respuesta Inflamatoria Sistémica. Adaptado de: Bone R et al. Chest 1992 [10].

Dentro de esta respuesta inflamatoria, existen distintos conceptos, grados y

definiciones que es interesante diferenciar: SRIS, sepsis, sepsis grave y shock séptico.

El SRIS es el conjunto de signos y sintomas comunes en la respuesta del
organismo frente a agresiones diversas que suscitan inflamacion (no necesariamente

infecciones). Para diagnosticar un SRIS se deben reunir, al menos, dos de los siguientes
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criterios: temperatura corporal mayor de 38°C o menor de 36°C; frecuencia cardiaca
mayor de 90 latidos por minuto; frecuencia respiratoria superior a 20 por minuto;

recuento de leucocitos mayor de 12.000 por mm® o menor a 4.000 por mm’.

Cuando el SRIS es debido a infeccion se denomina sepsis. Esta reaccion del
organismo se desarrolla como respuesta a distintos patégenos pero no se debe a la
presencia de los mismos en si, sino a la accion del sistema inmune liberando sustancias
proinflamatorias que ponen en marcha la cascada inflamatoria del SRIS. La infeccion
que desencadena sepsis puede o no manifestarse con bacteriemia, y puede ser debida a
todos los grandes grupos de patdégenos (bacterias, virus, hongos, parasitos), aunque con
diferencia las bacterias son las que en el mayor nimero de las veces son las

responsables de la sepsis.

Hablaremos de sepsis grave cuando ademads de los datos de SRIS secundarios a
infeccion de cualquier localizacion, existan datos de hipoperfusion tisular, manifestados

como hipotension, acidosis, oliguria u obnubilacién.

El siguiente grado de expresion del SRIS es el shock séptico, situacion en la que
pese a la resucitacion adecuada con fluidos intravenosos, persiste la situacion de
hipoperfusion severa, secundaria fundamentalmente a la marcada reduccién de las
resistencias vasculares periféricas, siendo necesario el uso de drogas vasoactivas para la

mejora de la perfusion tisular. Se trata de un shock de tipo distributivo.

El fin comin de todos los tipos de shock (hipovolémico, distributivo,
hemodindmico) es el fallo multiorganico, fracaso de uno o varios 6rganos, cuyos
criterios definitorios no estan claramente establecidos [11]. Aunque no universalmente
aceptados, los datos de fallos de sucesivos drganos o sistemas como la coagulacion, la
oxigenacion, o el estado de conciencia se usan habitualmente para el diagnostico de
fracaso multiorganico, y tienen una correlacion adecuada con la mortalidad en las

Unidades de Cuidados Intensivos [11].

Estas definiciones establecidas en la Conferencia de Consenso de 1992, aunque
ampliamente usadas a lo largo de los afios, también han recibido numerosas criticas
respecto a su falta de especificidad y escasa capacidad predictiva del pronostico [12—

14].

En 2001 una nueva conferencia consenso [15] de las sociedades cientificas

relacionadas con la sepsis y el SRIS (American College of Chest Physicians, Society of
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Critical Care Medicine (ACCP), Society of Critical Care Medicine (SCCM), European
Society of Intensive Care Medicine (ESICM) y Surgical Infection Society (SIS))

intentaron actualizar conceptos relativos a las definiciones de SRIS.

Pese a la falta de especificidad de la definicion de sepsis de la reunién de 1992,
la nueva reunion de consenso de 2001 decidi6é aceptar las definiciones operativas de
SRIS, sepsis, sepsis grave y shock séptico, usadas hasta la fecha, por considerarlas utiles
tanto a nivel clinico como de investigacion, aunque ampliaron los pardmetros a

considerar, como se aprecia en la Tabla 1, unicamente validos para poblacion adulta.

Tabla 1. Criterios de Sepsis segun la Conferencia de Consenso de 2001. Adaptado de Levy et al. 2001. Intensive
care medicine. 2003[15].

Infeccion documentada o sospechada y alguno de los siguientes parametros:

Variables generales
» Fiebre (temperatura mayor a 38.3°C)
» Hipotermia (temperatura menor de 36°C)
= Frecuencia cardiaca mayor a 90 min' o mayor de 2 desviaciones estandar del valor normal para
la edad
» Taquipnea
= Alteracion del estado mental
= Edema significativo o balance hidrico positivo (mayor de 20 cc/kg por mas de 24 hrs)
= Hiperglicemia (glicemia mayor a 120 mg/dl o 7.7 mmol/L) en ausencia de diabetes

| Variables inflamatorias
= | eucocitosis (cuenta WBC mayor de 12000 mm?)
= Leucopenia (cuenta WBC menor de 4000 mm?)
= Cuenta WBC normal con mas del 10% de formas inmaduras
= Proteina C-reactiva plasmatica mayor de 2 desviaciones estandar del valor normal
* Procalcitonina plasmatica mayor de 2 desviaciones estandar del valor normal

| Variables hemodindmicas
= Hipotension arterial (TAS:<90mmHg, TAM:<70, o un descenso de la TAS mayor a 40 mmHg en
adultos o menor de 2 desviaciones estandar por debajo del valor normal para la edad)
= Saturacion venosa mixta de oxigeno:>70% . Nota: El valor normal de ésta en nifios oscila entre
75% y 80%.
* Indice cardiaco:>3.5 L.min"' M2 Nota: el valor normal en nifios oscila entre 3.5y 5.5.

Variables de disfuncion organica
» Hipoxemia arterial (Pao,/Fioz<300)
» Oliguria aguda (gasto urinario<0.5 mL kg-".hr' 0 45 mmol/L al menos por 2 hrs)
= Aumento de la creatinina mayor a 0.5 mg/dL
= Anormalidades de coagulacion (INR>1.5 0 aPTT>60 s)
= |leo (en ausencia de obstruccion intestinal)
= Trombocitopenia (cuenta plaquetaria<100000 mm?)
= Hiperbilirubinemia (BT:>4 mg/dL o 70 mmol/L)

: Variables de perfusion tisular
= Acidosis lactica (>1 mmol/L)
» Disminucién del llenado capilar o piel marmorea




Factores de Virulencia de E.coli Introduccién

La conferencia de Consenso de 2001, ademas de las modificaciones en los
criterios definitorios de sepsis, introdujeron un nuevo modelo hipotético y futuro para el
estadiaje de la sepsis, denominado PIRO, acrénimo de los componentes que evalua:
condiciones Predisponentes, naturaleza del Insulto, naturaleza, magnitud de la

Respuesta del huésped y el grado del dafio Organico concomitante (Tabla 2).

Tabla 2. Sistema PIRO de estratificacion de la sepsis Adaptado de Levy MM et al. 2001. Intensive care medicine.

2003[15].

Dominio
Predisposicion

Presente

Enfermedades
premorbidas con
probabilidad reducida de
supervivencia a corto
plazo.

Creencias culturales y

Futuro

Polimorfismos genéticos
en los componentes de la
respuesta inflamatoria (por
ejemplo, en los receptores
TLRs, receptores del TNF,
IL-1, CD14); ampliando el

Razon

En el presente los factores
premorbidos tienen un impacto
en la morbilidad y mortalidad
potencial atribuible después de
una injuria aguda; las
consecuencias nocivas de la

insuficiencia o
componentes del score
(MOD, SOFA, LODS,
PEMOD y PELOD)

injuria-apoptosis, hipoxia
citotoxica y estres celular.

religiosas, edad y sexo. entendimiento de injuria depende de forma
interacciones especificas | importante de la predisposicion
entre los patogenos ylas | genética (futuro).
enfermedades del
huésped.

Infeccion Cultivos y sensibilidad de | Ensayo de productos Terapias especificas dirigidas
los patégenos infectantes; | microbiolégicos (LPS, contra el estimulante de la
deteccion de la manano, ADN bacteriano). | injuria requiere demostracion y
enfermedad responsable | Perfil de transcripcion de | caracterizacion de la injuria.
para controlar el origen. genes (PCR).

Respuesta SIRS, otros signos de Marcadores no especificos | Tanto el riesgo de mortalidad
sepsis, shock, proteina C | de actividad inflamatoria | como la respuesta potencial a
reactiva. (procalcitonina o IL-6) o la terapia varian con medidas

huésped inmunosuprimido. | inespecificas de la severidad
Antigeno humano de la enfermedad (por ejemplo
leucocitario (HLA-DR). shock).

Deteccion de la terapia

especifica (Proteina C,

TNF, PAF).

Disfuncion Disfuncion organica como | Medidas dinamicas de la | Respuesta a la terapia

organica el nimero de 6rganos en | respuesta celular a la preventiva (por ejemplo,

microorganismo especifico o
mediador temprano) no es
posible si el dafio ya esta
presente; se requieren terapias
especificas para el proceso de
injuria celular.

Como se aprecia en la Tabla 2, el nuevo sistema de estadiaje de la sepsis es
mucho més complejo y amplio que el previo, incluyendo en la ecuacion para evaluar al
paciente los propios factores predisponentes del mismo, factores dependientes del
patogeno, factores asociados a la respuesta y factores dependientes de la disfuncion

orgédnica secundaria. Este abordaje aunque muy interesante desde el punto de vista
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conceptual no ha modificado demasiado la practica clinica del abordaje de la sepsis
desde el punto de vista diagnostico, aunque ha abierto enormes vias de investigacion y

tratamientos futuros.

1.1.2.Epidemiologia de la sepsis

Aunque se han hecho grandes avances en el tratamiento de la sepsis, todavia es
una causa importante y creciente de mortalidad [16], situando a esta entidad en la
undécima causa de mortalidad en Estados Unidos en 2010 [17], con una elevada carga

econdmica, personal y del propio sistema sanitario [10,18].

Para el correcto abordaje diagnostico y terapéutico de la sepsis, y de casi todas
las entidades nosologicas, es importante conocer aunque sea arduo su importancia
epidemioldgica y estos datos siempre van a ser variables en funcioén de la poblacion en
que lo estudiemos, por ejemplo la incidencia en poblacion general serd menor que si
consideramos la incidencia entre pacientes hospitalizados, y también en funcion del tipo

de proceso médico o quirurgico que les haya llevado a la misma.
Incidencia de la sepsis

El estudio ya clasico de epidemiologia de la sepsis de Angus et al [18] recoge
los datos de pacientes al alta en Estados Unidos con el objeto de determinar la
incidencia, coste y evolucion de la sepsis severa ajustadas a edad y género en dicho
pais, basado en los diagndsticos segun la clasificacion ICD-9 [19] durante el afio 1995.
Segun este estudio, la incidencia de sepsis severa durante 1995 fue de 300 casos por
100.000 habitantes. Segun estimaciones con estos datos a nivel nacional en Estados
Unidos habria 751.000 casos de sepsis grave por afio, de los cuales el 55.5% tienen

alguna comorbilidad asociada y el 51% requeriria ingreso en UCI.

Otro estudio epidemioldgico [16] llevado a cabo asimismo en Estados unidos, y
con similar metodologia (diagnostico en base a la informacion del informe de alta de
instituciones americanas, usando la clasificacion ICD-9) muestra los datos evolutivos de
la incidencia de sepsis entre los afios 1979 al 2000. En este estudio se observo un
incremento anual en la incidencia de la sepsis del 8.7% anual, como se muestra en la
Figura 1. Sin embargo, la mortalidad debida a sepsis mostrd una evolucion opuesta a la
de la incidencia, disminuyendo del 27.8% en el periodo 1979 a 1984 al 17.9% en el
periodo 1995-2000.
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Figura 2. Incidencia de sepsis ajustada a la poblacion, segiin sexo, en el periodo 1979-2000 Fuente: Martin GS et
al. NEJM 2003[16].

De todas formas debido a las diferencias de las estimaciones de sespis y su
mortalidad en Estados Unidos en fechas muy recientes empiezan a surgir dudas respecto

a si el método empleado para su estimacion es el adecuado [20,21].

A nivel europeo se estima que existen entre 400.000 y 500.000 episodios de
sepsis anuales. El estudio multinacional europeo SOAP [22] cifr6 la incidencia de sepsis
en las 198 Unidades de Cuidados Intensivos participantes, de 24 paises europeos, en el
37.4% de sus ingresos, de las cuales el 24.7% era el motivo de ingreso en el centro

hospitalario.

Los datos especificos espafioles, resultado del estudio SOAP [22] indican una
incidencia de sepsis en las Unidades de Cuidados Intensivos espafiolas de 35%, similar

a los paises de su entorno socioecondémico.
Mortalidad por sepsis

La mortalidad por sepsis actualmente, aunque variable en funciéon de la
poblacion y la gravedad de la misma puede estar entre un 20 y un 30% de los casos, con
una clara mejoria del pronostico conforme las medidas terapéuticas han evolucionado

[23-25].

Segtin el estudio epidemioldgico de Angus et al [18] mencionado previamente,
la mortalidad global fue de 28,6%, que se incrementa a 34,1% si se consideran solo los
pacientes ingresados en Unidades de Cuidados Intensivos, o al 38.4% en ancianos por
encima de 85 afios de edad. Observamos en este estudio por tanto que tanto la

incidencia como la mortalidad de la sepsis se incrementan con la edad.
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En el estudio de Martin et al [16], publicado en 2003, los datos referentes a la
mortalidad ponen de manifiesto que pese a que la incidencia de sepsis aumenta con los
afios, la mortalidad debida a la misma disminuy¢ del 27.8% en el periodo 1979 a 1984

frente al 17.9% en el periodo 1995-2000, como se aprecia en la Figura 3.

0.40+

0.30+

0.20+

0.10+

Proportion of Patients with Sepsis Who Died

0.00 T T T T T T T T T T T 1
1979 1981 1983 1985 1987 1989 1991 1993 1995 1997 1999 2001

Figura 3. Mortalidad hospitalaria en pacientes ingresados por sepsis en el periodo 1979-2000. Fuente: Martin
GS et al. NEJM 2003 [16]

Los datos ilustrativos de Armstrong et al [2] muestran el cambio temporal desde
1900 a nuestros dias de las causas de mortalidad en la poblacion americana, apreciando
claramente como la introduccion de las medidas higiénico dietéticas, las vacunas y la
aparicion de los antimicrobianos ha llevado consigo con una drastica caida de la

mortalidad de causas infecciosas, como se aprecia en la Figura 4.
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Figura 4.Tasas crudas de mortalidad por todas las causas, por causas no infecciosas, y por enfermedades
infecciosas Fuente: Armstrong GL. JAMA. 1999 [2]

Segun el estudio SOAP [22], la mortalidad por sepsis en las UCIs participantes

fue del 27%, que ascendia al 36% si se consideraba la mortalidad intrahospitalaria. Los

10
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datos correspondientes a la mortalidad en Espana extraidos del mismo estudio son
equivalentes a los globales, con un 30% de mortalidad intra-UCI y un 38% de

mortalidad intrahospitalaria.
Etiologia microbiana de la sepsis

Desde el punto de vista microbioldgico la etiologia de la sepsis también ha
sufrido cambios en las ultimas décadas, con un incremento marcado de la infeccion
fingica invasora, mucho mayor que el de las bacterias grampositivas que permanecen
estables, o la discreta disminucidon que han sufrido las bacterias gramnegativas. Aunque
estas tendencias son ciertas, la sepsis secundaria a bacilos gramnegativos sigue
ocupando la primera posicion en la etiologia de la sepsis, como se muestra en la Figura

5 tomada de Martin et al .[16].
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Figura 5. Namero de casos de sepsis en funcion del patégeno, periodo 1979-2000. Fuente: Martin GS et al. NEJM
2003 [16].

Datos provenientes de estudios epidemioldgicos y ensayos clinicos muestran
discrepancias con los datos de Martin et al [16], encontrando que entre el 30 y el 50%
de los episodios de sepsis estan ocasionados por bacterias grampositivas, la principal de
ellas en Staphylococcus aureus, en segundo lugar estarian las bacterias grannegativas,
suponiendo entre un 25 y un 30%, siendo E. coli la mas frecuente del grupo, y en tercer
lugar se encuentran los hongos, principalmente del genero Candida. Estas diferencias
entre los datos de Martin et al [16], respecto a los mas modernos compilados por
Annane et al [26] pueden deberse en gran parte a la diferencia de considerar sepsis o
shock séptico. En la Figura 6 podemos ver la frecuencia estimada de los distintos

patdgenos como causantes de shock séptico.

11
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Estimated frequency*

Gram-positive bacteria 30-50%
Meticillin-susceptible S aureus 14-24%
Meticillin-resistant S aureus 5-11%
Other Staphylococcus spp 1-3%
Streptococcus pneumoniae 9-12%
Other Streptococcus spp 6-11%
Enterococcus spp 3-13%
Anaerobes 1-2%
Other gram-positive bacteria 1-5%

Gram-negative bacteria 25-30%
E coli 9-27%
Pseudomonas aeruginosa 8-15%
Klebsiella pneurnoniae 2-7%
Other Enterobacter spp 6-16%
Haemophilus influenzae 2-10%
Anaerobes 3-7%
Other gram-negative bacteria 3-12%

Fungus
Candida albicans 1-3%
Other Candida spp 1-2%
Yeast 1%

Parasites 1-3%

Viruses 2-4%

Figura 6. Frecuencia estimada de los principales patégenos implicados en el shock séptico Fuente: Annane D et
al. Lancet. 2005 [26].

1.2.Bacteriemias
1.2.1.Concepto y clasificacion

Se denomina bacteriemia a la presencia de microorganismos viables en el
torrente circulatorio. Las bacterias pueden proceder de una infeccion focal, en un 6rgano
determinado, por ejemplo una infeccion del tracto urinario (ITU) o una colecistitis,
denomindndose en este caso bacteriemias secundarias. No es infrecuente que el origen
de la bacteriemia no sea claro por ausencia de foco clinico al que atribuirla o muestra
microbiologica coincidente en el tiempo con el mismo patdogeno que el aislado en
sangre, en estos casos se consideran como bacteriemias de origen desconocido. La CDC
considera a las bacteriemias relacionadas con catéteres vasculares y las de origen

desconocido como bacteriemias primarias [27].

La bacteriemia por su frecuencia e implicaciones clinicas se considera uno de los
grandes sindromes en patologia infecciosa. Las manifestaciones clinicas de las

bacteriemias son muy variadas, desde un pico febril nico autolimitado y con escasa
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repercusion sistémica a la muerte por shock séptico. Esta clinica es compartida por los
distintos patdégenos implicados en su etiologia, sin poder discernir por la clinica si el

agente etioldgico es bacteria gramnegativa, grampositiva u hongo

En funcion del lugar de la adquisicion de la bacteriemia se clasificaron
inicialmente en nosocomiales y comunitarias [27], considerando bacteriemias
nosocomiales aquellas que aparecen tras al menos 48 horas de ingreso hospitalario por
un motivo distinto a dicha bacteriemia. Por el contrario las bacteriemias comunitarias
son aquellas detectadas en pacientes no ingresados y hasta las primeras 48h del ingreso,

considerando que el ingreso es debido a esa infeccion en incubacion.

Con los cambios en los modelos de atencion sanitaria de los altimos afios, se
observd que la etiologia microbioldgica de las infecciones de pacientes clasificados
como de origen comunitario pero procedentes de centros sanitarios como residencias de
ancianos, centros ambulatorios de hemodialisis o cirugia mayor ambulatoria se parecia
mas a la etiologia de las infecciones nosocomiales. Esto motivé una reclasificacion de
las infecciones de origen comunitario en puramente comunitarias y en infecciones
relacionadas con la asistencia sanitaria [28]. Los criterios propuestos para considerar
una bacteriemia como relacionada con los cuidados sanitarios son: ingreso durante mas
de 48 horas en hospital de agudos o crénicos en los 3 meses previos, residencia en
centro socio sanitario, hemodialisis u otro tipo de dialisis periodica, atencion periddica

en hospital de dia u hospitalizacion domiciliaria.

Otra forma complementaria de clasificar las bacteriemias es en funcion del curso
temporal que presenten, esto es: transitorias, intermitentes o continuas [29-31]. Las
bacteriemias transitorias son aquellas que duran minutos u horas. Por lo general siguen
a la manipulacion mecénica o quirGrgica de tejidos infectados o con elevada
colonizaciéon (por ejemplo, a través de manipulaciones dentales, cistoscopias o
endoscopias gastrointestinales), aunque también pueden surgir en el curso de las
actividades diarias, como el cepillado de los dientes, y en el inicio de infecciones agudas
bacterianas como neumonia, meningitis o artritis séptica hematégena aguda. Las
bacteriemias intermitentes son aquellas que presentan episodios breves de bacteriemia
intercalados con periodos abacteriemicos. Este tipo de bacteriemia se asocia tipicamente
con colecciones profundas no drenadas como abscesos intraabdominales, pero también
puede ocurrir en pacientes con infecciones locales, tales como la neumonia o la

osteomielitis. La bacteriemia continua se observa con infecciones intravasculares, tales
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como la endocarditis, la tromboflebitis séptica, los aneurismas micéticos o la infeccion

de dispositivos intravasculares.

1.2.2.Epidemiologia de las bacteriemias

El manejo adecuado de las bacteriemias pasa por conocer su epidemiologia, pero
¢ésta varia enormemente en funcion de la poblacion en la que la estudiemos, por ejemplo
no sera la misma si consideramos la incidencia en poblacion general que una poblacion
hospitalaria e incluso dentro del mismo hospital puede variar en funcion del tipo de
unidad donde la evaluemos. Con estos matices y diferencias entre centro podemos
hablar de una incidencia estimada entre 100 y 200 episodios por 100.000 habitantes y

ano.

Aunque existen pocos estudios poblacionales recientes, los datos disponibles de
estudios a largo plazo muestran un incremento progresivo en la incidencia de las
bacteriemias a lo largo de las ultimas décadas [16,32,33]. En Minnesota, Estados
Unidos, la incidencia ajustada por edad y sexo era de 189 casos por 100.000 personas-

afo en el periodo 2003-2005 [34].

Si nos centramos en datos espafioles encontramos dos grandes estudios recientes
que nos ilustran sobre este cambio de epidemiologia de las bacteriemias en nuestro pais,
realizados en los hospitales terciarios Gregorio Marafion (Madrid) [33] y Virgen de la

Macarena (Sevilla) [35].

En el estudio de Rodriguez-Bano et al [35] llevado a cabo en hospitales
terciarios y comarcales de Sevilla entre los afios 2006 y 2007, la incidencia minima
estimada de bacteriemia fue de 109 casos por 100.000 habitantes o 14 episodios por
1000 ingresos. La incidencia era estadisticamente mayor en los hospitales terciarios que
en los comarcales (116 episodios vs 75 episodios por 100.0000 habitantes y afio),

principalmente debido a los casos nosocomiales de los hospitales terciarios.

El otro gran estudio nacional, llevado a cabo en el Hospital Gregorio Maraidn
(Madrid) [33], se bas6 en todos los episodios de bacteriemia detectados desde el
laboratorio de microbiologica entre los afos 1985 y 2006. La incidencia en esos afios en
el centro se incrementd de 16 episodios a 31 episodios por 1000 ingresos, con un

incremento anual de 0.83 episodios por 1000 ingresos.
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Otro parametro a tener en cuenta en la epidemiologia de las bacteriemias es el
origen comunitario, nosocomial o relacionado con la asistencia sanitaria de las mismas.
Asi encontramos que globalmente entre el 18 y 61%son consideradas comunitarias, el
24 al 37% relacionadas con los cuidados sanitarios y entre el 25 y el 41% nosocomiales
[28,35-40], estas diferencias tan marcadas entre los distintos estudios pueden estar
relacionadas con el tipo de centro en el que se desarrolle el mismo (terciarios vs

comarcales) o la propia definicion.

1.2.3.Etiologia de las bacteriemias.

Otro aspecto importante a considerar es el patdgeno causante de la bacteriemia,
muy relacionado con lo discutido en el epigrafe anterior referente al lugar de

adquisicion de la bacteriemia.

Una gran variedad de bacterias pueden ser causantes de bacteriemia, tales como:
Staphylococcus aureus, Staphylococos coagulasa negativos, Streptococcus pneumoniae,
otros streptococcos, Enterococcus spp., Neisseria meningitidis, Haemophilus
influenzae, enterobacterias, Pseudomonas aeruginosa, otros no fermentadores y
anaerobios. Hongos, predominantemente del genero Candida, también pueden

ocasionar bacteriemias, denominada en este caso candidemia.

Dejando de lado por un momento el lugar de adquisicién de la bacteriemia,
segun el registro europeo de vigilancia epidemioldgica [41] (European Antimicrobial
Resistance Surveillance System) E. coli es el patégeno que mas frecuentemente
ocasiona bacteriemia, con una incidencias creciente en los ultimos afnos en Europa, por
delante de Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae, Enterococcus faecium y
Enterococcus faecalis. Pero este predominio actual de E. coli como patdgeno individual
en Europa no ha sido asi en décadas previas. Como grupo, las bacterias Gram-positivas
predominaron en la década de 1980 debido al incremento de infecciones estafilocdcicas
relacionadas con catéteres vasculares [42], sin embargo, recientemente, en algunas
instituciones, las bacterias Gram-negativas han incrementado su frecuencia, causado un

numero similar de casos [33,35,43].

Cuando se tiene en cuenta el lugar de adquisicion de la bacteriemia la etiologia
de la misma cambia, como se puede apreciar en la Tabla 3. Asi parece claro que algunos

microrganismos, tales como Acinetobacter baumannii, P. aeruginosa, Enterobacter spp.
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y Candida spp muy pocas veces son causa de bacteriemias comunitarias. Y al revés,
patégenos como S. pneumoniae rara vez es causante de bacteriemia de origen
nosocomial. E. coli fue el microorganismo mas frecuente en bacteriemias comunitarias,
seguido por S. pneumoniae y S. aureus. E. coli y S. aureus fueron los dos organismos
mas frecuentes en bacteriemia relacionada con los cuidados sanitarios. Finalmente, los
Staphylococcus coagulasa negativos fueron los microorganismo mas frecuentemente

encontrados bacteriemias nosocomiales, seguidos por S. aureus y E. coli.

Tabla 3. Etiologia de las bacteriemias en funcién del lugar de adquisicion.

Microorganismo Origen Relacionado con la Origen
Comunitario (%) asistencia sanitaria (%) nosocomial (%)

Bacterias Gram-positivas aerobias 44-45 38-48 48-50
Staphylococcus aureus 4-17 9-25 10-29
S. Coagulasa-negativo 0-5 3-27 16-38
Streptococcus pneumoniae 7-18 2-6 0-2
Enterococcus 1-3 3-4 5-10
Bacterias Gram-negativas aerobias 48-57 43-65 38-50
Escherichia coli 25-53 8-36 6-20
Enterobacter 0 4 4
Klebsiella 4-8 3-7 3-8
Pseudomonas aeruginosa 0-2 3-9 3-9
Acinetobacter baumannii 0 1 5
Bacterias Anaerobias 3-4 1-2 1-2
Candida spp 0 0 2-3
Bacteriemias polimicrobianas 3-5 6-8 6-8

Tomado de [28,35,37,38,44]

1.2.4.Bacteriemias por E. coli

Dentro de los multiples patégenos que pueden ocasionar infeccion del torrente
circulatorio, de forma primaria o secundaria, de origen nosocomial o comunitario,
hemos revisado previamente que en los primeros puestos se encuentra E. coli, por lo
que discutiremos a continuacion de forma individual su epidemiologia y otros aspectos

de interés para el presente trabajo.

E. coli es el bacilo Gram negativo que con mas frecuencia ocasiona infecciones

en el ser humano, ademas es la causa de la mayor parte de las bacteriemias de origen
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comunitario y del 20% de las de adquisicion nosocomial, aunque estos datos proceden
fundamentalmente de hospitales universitarios o terciarios, también tenemos datos que
confirman este patdgeno en hospitales de tamafio mas pequefio [45]. Estudios espafioles
llevados a cabo en centros de pequefio tamafo [46,47] confirman también que E. coli es
la etiologia predominante de los episodios bacteriémicos, con origen mas frecuente en el

tracto urinario en personas tanto previamente sanas como con enfermedades de base.

1.2.4.1. Epidemiologia de las bacteriemias por E. coli

El gran estudio epidemioldgico de base poblacional de Laupland et al [48]
llevado a cabo en la regién sanitaria canadiense de Calgary, de 1,2 millones de
habitantes, entre los afios 2000 y 2006, mostrd una incidencia de bacteriemias por E.

coli en toda la poblacion de 30 episodios por 100000 habitantes y afio.

El registro europeo dependiente de la ECDC [41], en su ultima actualizacién
publicada en 2012 registré mas de 32.000 casos de bacteriemia por E. coli, entre los
anos 2002 y 2008, bastante por encima de los casi 19000 episodios de bacteriemia por
S. aureus recogidos en el mismo periodo y centros. La incidencia a lo largo del periodo

de seguimiento mostrd un incremento anual del 8,1%.

En referencia a la distribuciéon por edad y por sexos de los episodios de
bacteriemia por E. coli, en la seric de Laupland et al [48] encontramos una curva de
incidencia que se muestra en la Figura 7, que si excluimos los nifios inferiores a un afio,
es creciente con la edad, y similar entre ambos sexos excepto entre los 20 y 50 afios en

que predominan los casos entre las mujeres.
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Figura 7. Incidencia segun edad y sexo de bactereimia por E. coli en la region sanitaria de Calgary, Canada

Fuente: Laupland KB et al.Clinical microbiology and infection. 2008 [48].
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Otro determinante epidemiolégico muy importante y en progresivo aumento son
las resistencias a los antimicrobianos. Segun los datos recogido por la ECDC [41] el
incremento de la incidencia de las bacteriemias por E. coli en Europa es
fundamentalmente a expensas de las cepas resistentes a los antimicrobianos. Asi
encontramos que entre los afios 2002 y 2008 en incremento anual de resistencia a las
cefalosporinas de tercera generacion (G3CR en la Figura 8) fue del casi 30%, a las
fluorquinolonas (FQR en la Figura 8) del 19,3%, a los aminogluc6sidos (AminoR en la
Figura 8) del 17.2%, y a las aminopenicilinas (AmipnR en la Figura 8) del 11,1%. De
esta forma solo un 6% del incremento de la incidencia entre los afios 2002 y 2008
correspondia a cepas de E. coli sensibles a todos los antimicrobianos. Este aspecto
epidemioldgico del incremento progresivo de las resistencias a antimicrobianos se

aprecia de forma mas grafica en la Figura 8.
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Figura 8. Aumento relativo en el nimero de aislamientos de E. coli con fenotipo de resistencia diferentes
Fuente: De Kraker ME et al. Clinical microbiology and infection. 2012 [41].

1.2.4.2. Origeny foco de las bacteriemias por E. coli

El estudio poblacional canadiense [48] mostré que del total de 2368 episodios
registrados el 15% era nosocomial, el 32% relacionado con la asistencia sanitaria y el
53% de origen comunitario. La evolucion temporal de este dato mostré un aumento de
la incidencia de casos relacionados con la asistencia sanitaria entre los afios 2000 y

2006, aunque no significativo.
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Estudios espafioles de prevalencia [49] e incidencia [50] sefialan a E. coli como
causa del 21% y 29% de bacteriemias adquiridas en la comunidad y del 8,3% y 14,4%

de las nosocomiales respectivamente.

Respecto al foco origen de la bacteriemia el 45% de los casos recogidos en la
region canadiense de Calgary [48] eran de origen urinario confirmado con muestra
simultanea o préxima en el tiempo con la de sangre. Dado que el estudio no evaluaba
clinicamente a los pacientes, el dato del foco de la bacteriemia se obtuvo en base a
muestras microbioldgicas simultaneas o proximas en el tiempo y con aislamiento del
mismo E. coli, con lo que aunque es relativamente facil y fiable el dato del 45% de
origen urinario, el resto de focos resulta menos consistente, haciendo referencia a tan
solo 25 casos de foco intrabdominal, 21 casos de foco respiratorio, 5 de piel y partes

blandas, 3 de osteoarticulares y 2 de sistema nervioso central.

En otras series, de base no poblacional, encontramos mas datos referentes al
foco de bacteriemia. En una serie hospitalaria danesa [51], el 71% de los caso eran de
origen urinario, y el 14% de origen biliar. En el caso de bacteriemias por E coli
productora de BLEE, el 46% de los casos eran de origen urinario y el 21% de origen
biliar en una serie espafiola [39], similar al 44% urinario, 34% abdominal y 5%

respiratorio de otra serie holandesa [52] de similares caracteristicas microbioldgicas.

Con estos datos podemos decir que los focos mas frecuentes de origen de la
bacteriemia por E. coli son el urinario y el abdominal, principalmente de via biliar. El
foco urinario puede estar minimizado en las series de base hospitalaria dado que en

muchas ocasiones este puede no precisar ingreso.

1.2.4.3. Mortalidad asociada a bacteriemias por E. coli

La mortalidad de la bacteriemia por E coli tiene una importante variabilidad
entre los distintos estudios publicados, variando entre el 5 y el 30%, debido
fundamentalmente a diferencias de disefio y de paciente incluidos en cada uno de ellos

[47,48,51,53-65].

En la serie poblacional de Laupland et al [48] la mortalidad global fue del 11%,
encontrando un mayor riesgo con el aumento de la edad, la resistencia a ciprofloxacino,

el foco distinto del urinario, y la mayor comorbilidad asociada. Del mismo modo, y en
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el mismo estudio, la adquisicion comunitaria y el foco urinario se relacionaron de forma
significativa con un menor riesgo de muerte por bacteriemia por E. coli. Series europeas
de casos hospitalarios de bacteriemia por E. coli recogen mortalidades entre el 12 y el

21% [51,63,65].

Un estudio importante desde el punto de vista del analisis pormenorizado de la
mortalidad es el llevado a cabo en el entorno europeo de la ECDC y la EARSS por
Kraken et al [64], que introduce como parametro ademas de la mortalidad, el
incremento en gasto sanitario y economico asociado a las crecientes resistencias a

antimicrobianos de E. coli.

En base a las estimaciones de prevalencia del estudio de la EARSS, en 2007 se
estim6 un exceso de mortalidad a 30 dias en los casos de bacteriemias por E. coli
resistente a cefalosporinas de 3 generacion de 2712 muertes de un total de mas de
15.000 episodios, con un incremento de las estancias hospitalarias de 120.000 dias.
Suponiendo todo ello un coste atribuible por el exceso de estancia hospitalaria de 18.1

millones de Euros (29.7 millones de dolares internacionales).

1.3.Escherichia coli

En 1885 Theodore Escherich, pediatra y bacteridlogo aleman (Ansbach, 1857-
Viena, 1911), describié por primera vez una bacteria en las heces de neonatos y nifios
sanos que denomind Bacterium coli commune [66]. Posteriormente, en 1919 Castellani
y Chalmers la denominaron Escherichia coli en honor de su descubridor y desde

entonces ha sido uno de los seres vivos mas estudiados.

La taxonomia actual sitha a Escherichia. coli en el Dominio Bacteria, Filo
Proteobactereia, Clase Gammaproteobacteria, Orden Enterobacteriales, Familia

Enterobacteriaceae, Género Escherichia y especie E. coli.

En cuanto a sus principales caracteristicas microbioldgicas, podemos resumir
que se trata de una bacteria gram negativa, anaerobia facultativa, de aproximadamente
1,1 — 1,5 um de diametro por 2,0 — 6,0 um de largo que se dispone aislada o en parejas,
de metabolismo fermentativo y respiratorio, desprovista de oxidasa y que produce

catalasa y betagalactosidasa.
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E. coli es un microorganismo marcadamente diverso, que convive como
comensal en la flora intestinal de mamiferos y aves [67]. Para pasar de comensal a
patogeno, E. coli necesita adquirir una combinacion de elementos genéticos moviles,
que le convierten en un patégeno adaptado capaz de causar una gran variedad de
enfermedades, desde diversos tipos de diarreas a infecciones extraintestinales tales
como urinarias, de sistema nervioso central o bacteriemias [68]. La mayoria de las cepas
pese a todo no son patdgenas, y no solo conviven en el intestino humano sin ocasionar
dafio sino que algunas incluso lo benefician sintetizando cofactores y hasta lo protegen

de la invasién por microorganismos patdégenos [69].

La carga mundial de enfermedades producidas por E. coli es enorme, con cientos
de millones de personas afectadas anualmente. Esta amplia distribucion mundial y su
importante carga de enfermedad intestinal y no intestinal han hecho que el estudio
bioldgico del patdégeno sea extenso y a dia de hoy tengamos amplios conocimientos

sobre E. coli [61,70].

La ultraestructura de E coli, comtn a la gran mayoria de las enterobacterias, esta
formada como se aprecia en la Figura 9 por: membrana interna, espacio periplasmico,
pared celular de peptidoglucanos, membrana externa, lipopolisacarido, capsula y otros
polisacaridos de superficie, flagelos y fimbrias (o pili); todo ello rodeando el citoplasma
que contiene el material genético organizado en cromosdmico y extracromosémico o

plasmidico y las organelas.

- Plasma
Pili Ribosome Capsule membrane

Cell wall Cytosol Nucleoid region (DNA)

Flagellum

Figura 9. Ultra-Estructura microscépica esquematica de E. coli. Tomado de
http://biology4ib.wikispaces.com/2.2+Prokaryotict+Cells
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E. coli tipicamente coloniza el tracto gastrointestinal en las primeras horas de
vida del recién nacido, se adhiere al moco que recubre el intestino grueso y una vez
establecida una misma cepa puede persistir indefinidamente. Desde el principio se
establece una relacion simbiotica de mutuo beneficio este estas cepas comensales de E.
coli y el huésped que dura afios [69,71], formando parte de la microbiota intestinal. Sin
alteraciones de la barrera mucosa gastrointestinal o situaciones de inmunosupresion

raramente estas cepas comensales ocasionaran infeccion.

El papel de esta microbiota intestinal hoy dia se considera fundamental, estando
involucrando en multiples patologias [72,73] como la obesidad [74-76], la diabetes
mellitus [75-77], enfermedades hepaticas [78,79], la enfermedad inflamatoria intestinal

[80—82] e incluso el cancer de colon [83].

E. coli forma parte de la microbiota intestinal, formada por mas de 500 especies
de bacterias distintas, lo que suma una cantidad entre 10'° y 10'' de células bacterianas
por gramo de contenido intestinal. Aunque las bacterias anaerobias superan en numero a
E. coli en una proporcion entre 100/1 y 10,000/1 [84], E. coli es la bacteria aerobia
predominante, pudiendo llegar a mas de un billon de células de E. coli [85]. Pese a esta
alta colonizacion del tracto gastrointestinal por multiples bacterias, parece que E. coli es
el competidor mas exitoso, debido, segun algunas hipotesis, a la alta capacidad que
tiene para usar el gluconato, permitiéndole ocupar un nicho metabolico especifico [86—

88].

Pero a pesar de esta enorme adaptacion con el huésped, ciertos clones de E. coli
adquieren multiples atributos de virulencia que les confieren la capacidad de adaptarse a
nuevos nichos ecoldgicos y ocasionar un amplio espectro de enfermedad. Estos
atributos patogénicos estan codificados habitualmente en elementos genéticos moviles
(plasmidos, trasposones, islas de patogenicidad) que en algunas ocasiones pueden
evolucionar e incorporarse al genoma [89]. Sélo las combinaciones genéticas de
factores de virulencia mas eficaces han persistido convirtiéndose en patotipos capaces
de generar infeccion clinica en personas previamente sanas, a diferencia de las cepas de
E. coli que conviven de forma simbiotica en el colon humano como parte de la flora

intestinal.

Los patotipos de E. coli producen los 3 grandes sindromes clinicos:
entéricos/diarreogénicos, ITUs y sepsis/meningitis [89,90]. Podemos distinguir ocho

patotipos de E. coli bien caracterizadas, con un gran arsenal de factores de virulencia
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capaz de subvertir las funciones celulares del huésped para potenciar su virulencia. En
funcion de si producen enfermedad intestinal (cepas diarreogénicas) o extraintestinal
distinguimos dos grandes grupos, ademds de estos existen otros patotipos con
mecanismos patogénicos no tan establecidos. Los patotipos identificados hasta la fecha

son:
1. Causantes de cuadros de diarrea:

e E. coli eenteropatogenico (EPEC, de sus siglas en inglés),

E. coli enterohemorragico (EHEC, de sus siglas en inglés),

E. coli enterotoxigenico (ETEC, de sus siglas en inglés),

E. coli enteroinvasivo (EIEC; de sus siglas en inglés, grupo que incluye

Shigella),

E. coli enteroagregativo (EAEC, de sus siglas en inglés)
e E. coli difusamente adherente (DAEC, de sus siglas en inglés)
2. Causantes de cuadros extraintestinales (EXPEC, de sus siglas en inglés)
e E coli uropatogenico (UPEC, de sus siglas en inglés)

e E coli relacionado con meningitis neonatal (NMEC, de sus siglas en

inglés)
3. Otros patotipos con mecanismo patogénico no tan establecido

Esta clasificacion en patotipos no estd exenta de implicaciones clinicas. Los
patotipos diarreogénicos pueden producir diarrea pero rara vez producen enfermedad
fuera del tracto grastointestinal. Por el contrario, EXPEC mantiene la capacidad de
colonizar el tracto gastrointestinal sin consecuencias clinicas para el huésped, pero al
mismo tiempo puede diseminar y colonizar otros nichos del huésped como el torrente
circulatorio, el sistema nerviosos central y el tracto urinario, produciendo de ese modo

infeccion a dichos niveles [91].

UPEQC, el principal patotipo del grupo EXPEC, es el causante del 70-95% de las
ITUs comunitarias y hasta el 50% de las nosocomiales [92] con una considerable carga
econdmica y en salud a nivel mundial. Se cree que el reservorio primario de UPEC es el
tracto intestinal humano, y que la cepa concreta responsable de la ITU de un individuo

concreto se puede aislar de la flora intestinal de esa misma persona [93].
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Otro elemento de interés es la superficie externa de E. coli, muy importante
porque supone el contacto con el huésped y su capacidad antigénica (Figura 10). En
funcion de estas estructuras encontramos la clasificacion mas tradicional de E. coli, los
serogrupos basados unicamente en el antigeno O o antigeno del lipopolisacarido, y los
serotipos que se componen de combinaciones especificas de los antigenos O
(dependientes del lipopolisacarido), H (de origen flagelar) y K (de origen capsular) [89].
Existen en este momento descrito en E. coli mas de 170 serogrupos distintos de

antigeno O, més de 80 de antigeno K y 54 de antigeno H [94].
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Figura 10. Pared externa de E. coli. Modificado de Alexander C, Rietschel ET. Journal of endotoxin research.
2001[95].

Los distintos patotipos de E coli tienden a ser clonales caracterizados por
compartir los antigenos O (serogrupos) u O y H (serogrupos) [89], dado que les
confieren particularidades adaptativas a la infeccion predominante de cada patotipo. Por
poner un ejemplo, el antigeno capsular K1 se asocia tipicamente a las cepas de EXPEC
que causan meningitis neonatal (NMEC). Parece que la expresion de K1 protege a la
célula bacteriana de la respuesta inmune mediada por complemento y de los
bacteriofagos ademas de mejorar su supervivencia a nivel del endotelio de la
microvascularizacion cerebral facilitando la evasion de la fagocitosis [96—100]. Pero
esta no es la Uinica asociacion entre serotipos y patotipos, existen listados completos,

que s6lo mencionaré sucintamente. [101-103].
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Los analisis filogenéticos han puesto de manifiesto que E. coli esta distribuido
en 4 grupos filogenéticos mayoritarios (A, B1, B2 y D) [104,105] y los grupo E 'y F
recientemente descritos [106—108]. ExXPEC pertenece con mas frecuencia al grupo B2 y
en menor medida al grupo D [109-112], mientras que las cepas comensales
generalmente pertenecen al grupo filogenético A o al B1 [112]. El grupo filogenético
B2 es el que porta mayor numero de factores de virulencia en su material genético

[112].

1.3.1.Diversidad genética de E. coli

La pérdida o ganancia de elementos genéticos moviles es el elemento clave para
conformar el genoma de una bacteria patogénica. La trasferencia horizontal de genes es
el mecanismo mas importante por el que se diseminan los nuevos rasgos patdégenos que
condicionan ventajas evolutivas a las bacterias [113]. Este material genético movil y
transferible puede organizarse en las llamadas islas de patogenicidad, que son clusters
de genes de virulencia que pueden encontrarse en plasmidos o integrados en el
cromosoma bacteriano. Estas islas de patogenicidad no se encuentran en las bacterias
comensales. Otros elementos genéticos moviles lo conforman los bacteriofagos,

plasmidos, trasposones y secuencias de insercion [89,114].

La adicion, deleccion u otros cambios genéticos sobre una cepa comensal de E.
coli puede darle la capacidad patogénica de producir diarrea (EPEC, EHEC, EAEC
DAEC), disenteria (EIEC), sindrome hemolitico urémico (EHEC), infeccion urinaria

(UPEC) o meningitis (MNEC) (Figura 15).
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Figura 11. Contribucidn de los elementos genéticos mdviles a la evolucion del E. coli patogénico. Fuente: Kaper
JB, Nataro JP, Mobley HL. Nature reviews. Microbiology. 2004 [89].

El genoma de las cepas de E. coli patogénico es muy diverso y puede ser mucho
mayor que el de las cepas comensales, debido fundamentalmente a la adquisicion de
islas de patogenicidad y otros materiales genéticos accesorios. La secuencia gendmica
de E. coli esta formada por un core central de aproximadamente 2200 genes comunes a
todas las cepas y un genoma total que puede llegar a los 13000 genes [85,115]. Pero
resulta sorprendente que aunque la gran mayoria de E. coli patogénicos tienen mas de
5000 genes, menos de la mitad de ellos corresponden con ese material core comun. Esto
permite la gran diversidad genética de los aislados patogenos, asi como su enorme

plasticidad [114].

A la vez que una ventaja para E. coli como patdgeno, esta variabilidad genética
tan importante dificulta los estudios clinicos que pretenden asociar alguna variable
concreta bacteriana con hechos clinicos relevantes. Esta dificultad ha ocasionado que se
apliquen las tecnologias de deteccion de polimorfismo de nucledtido simple (SNP, de
sus siglas en inglés, Single Nucleotide Polymorphism) para el estudio de la diversidad

genética, asi como de su evolucion filogenética.
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El andlisis de SNP es la deteccion de la variacion en la secuencia de ADN que
afecta a una unica base de una secuencia del genoma. Estas mutaciones deben ocurrir en
al menos el 1% de la poblacion para que sean consideradas SNPs y no mutacion
puntual. Cuando determinados SNPs coinciden en varias cepas distintas se puede decir
que comparten el perfil alélico, lo que en inglés se ha denominado SAP (SNP allelic
profile). La metodologia para llevar a cabo estos estudios es compleja y excede al

objetivo de esta tesis [108,116,117].

Con estos estudios se obtienen distintos SAPs que arbitrariamente se numeran
segun los datos recogidos en la base de datos del University College of Cork (Irlanda),

disponible en http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli [116]. Uno de los SAPs mas conocido

por resultar un clon de distribucion mundial que porta los genes de betalactamasas
CTX-M14 y CTX-M15 es el ST131, que se corresponde con el serotipo O25b:H4,

correspondiente al grupo filogenético B2 [118].

Con toda esta tecnologia disponible para la secuenciacion genética y el estudio
poblacional [108], y aquella que esta por llegar [119] disponemos actualmente de
numerosos datos que apoyan la gran diversidad genética y evolutiva de E. coli

[85,106,108,115,116,120].

1.3.2.E. coli como patdégeno extraintestinal

E. coli es el la especie aerobica predominante en la flora del colon humano, pero
cuando escapa de su hébitat gastrointestinal puede ocasionar enfermedad clinica. Desde
el colon puede invadir la pared y producir una bacteriemia de ese origen o a través de la
piel perineal acceder por contigiiidad y via ascendente al tracto urinario y proliferar ahi,
produciendo la clinica mas frecuente extraintestinal de E. coli, la ITU [121]. La ITU se
produce con mas frecuencia cuando existe alguna alteracion mecénica de la via urinaria
o en su control neurolégico [122]. Asimismo este cambio de comensal a patdégeno se
observa en el tracto urinario, especies de E. coli aisladas de pacientes con bacteriuria
asintomatica difieren de cepas de E coli aisladas de pacientes con pielonefritis,
fundamentalmente en la capacidad de adhesion y exfoliacion de las células del epitelio

urotelial [123].
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Todas las cepas de E. coli patogeno comparten unas estrategias de virulencia
para atacar al huésped. La primera de ella es la adhesion al huésped, necesaria para
todos los patotipos excepto el EISC. La adhesion esta mediada frecuentemente por las
fimbrias o pili. Después de la adhesion a la célula huésped, E coli debe superar los
fenomenos celulares defensivos, habitualmente a través de secreccion de proteinas. Con
todo ello E. coli logra modificar las vias de sefializacion intracelular de la célula
huésped, invadiéndola y evitando la respuesta inmune, con lo que logra la colonizacién
y posteriormente el desarrollo de la clinica [114]. Cada patotipo tiene luego
particularidades patogénicas adaptadas al medio en el que mayoritariamente produce la
infeccion, por poner un ejemplo las toxinas ST y LT son propias del E. coli
enterotoxigénico (ETEC), colaborando en la produccién de diarrea acuosa profusa
mediante la inducciéon de GMP ciclico que interfiere en los mecanismos de transporte

16nico de las células entéricas [114].

Adhesion

Si nos centramos en los mecanismos patogénicos de E. coli extraintestinal
uropatogénico (UPEC), el primer paso para la infeccion de la célula huésped es la
adhesion a la misma. Esta adhesion puede estar mediada por las fimbrias, también
llamadas pili, aunque también existen mecanismos de adhesion independientes de estas
estructuras como las adhesinas afimbriales [89]. Aunque se consideraba que las
adhesinas afimbriales carecian de estructuras moviles, en recientes trabajos se ha
evidenciado que aunque menores afa, una de las clasificadas como adhesinas

afimbriales, puede tener finas estructuras fibrilares [124].

Las fimbrias o pili son apéndices superficiales que juegan un papel fundamental
en la adhesion bacteriana a la célula huésped y en el intercambio genético mediante
conjugacion. Existen varios tipos de fimbrias en E. coli: fimbrias tipo 1, fimbrias P,
fimbrias Dr, fimbrias S. Todas ellas comparten el mecanismo fundamental de
ensamblaje a partir del complejo chaperona-acomodador a partir del cual se conforma la
estructura proteica larga y filamentosa polimérica producto de la unién de las distintas
subunidades mayores y menores que la forman [125] que permitiran la unién a
receptores celulares especificos, ubicados de forma extensa en el sistema urinario, como

podemos apreciar en la Figura 11.
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Figura 12. Corte de rifion humano mostrando los lugares de adhesion de las distintas fimbrias de UPEC.
Fuente: Lane MC, Mobley HLT. Kidney international. 2007 [126].

Probablemente una de las fimbrias mejor caracterizadas sean las fimbrias P, por
lo que es apropiado que la usemos a modo de ejemplo de la sintesis de las fimbrias por
parte de la célula bacteriana. Siguiendo el esquema de la Figura 12 podemos apreciar
como a partir de la maquinaria Sec de la membrana interna las distintas subunidades de
la fimbria son traslocadas al espacio periplasmico. En el espacio periplasmico, mediado
por el complejo chaperona-acomodador las subunidades mayores y menores, en el orden
adecuado son traslocadas a la membrana externa donde se secretan y se ensamblan de
forma ordenada para conformar la estructura helicoidal movil [125]. Como vemos en la
tabla estas proteinas estan codificadas por distintos genes segun se trate de las fimbrias
P o los pili tipo 1. Esta maquinaria de sintesis de las fimbrias es comin a los distintos

tipos que E. coli puede exhibir como mecanismos de adhesion [91,125,127-129].

E. coli E. coll
P pili Type | pili

Major . .
subunit % PagA[100] | FimA[e2]

Minor tip
adhesin

Minor tip
fibrillum
Minor
terminator

PapG [100] | FimH [98]

PapFEK” [100]| FmGF (98]

| PapH (1)

Assembly .
f‘\,_“w‘,'.hmmal PapC101] | FenD o

Chaperone 9 PapD (58] FimC [95]

Figura 13. Estructura de Fimbrias P.Fuente: Kline K et al. Trends in microbiology. 2010 [125].
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Las fimbrias de la superficie celular bacteriana estan disefiadas para la adhesion
e invasion de la célula huésped, lo que desencadena otros mecanismos de dafio celular
mediado por toxinas. Podemos profundizar en este aspecto describiendo este proceso de
los pili tipo 1. Como se puede apreciar con detalle en la Figura 13, el primer paso es la
adhesion de los pili tipo 1 a los receptores uroplakin Ia y Ila de la célula huésped, lo que
estimula distintas vias de sefializacion intracelular que median la invasion y la apoptosis
celular. La union de esos mismos pili tipo 1 a las integrinas a3f también media la
internalizacion de la bacteria en las células de la capa superficial del epitelio urotelial

formando comunidades bacterianas intracelulares (IBCs en la figura) [114].
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Figura 14. Mecanismo patogénico de E. coli uropatogénico (UPEC). Fuente: Croxen M, Finlay BB. Nature
reviews. Microbiology. 2010 [114].
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Después de la adhesion, EXxPEC exhibe otras estrategias de patogenicidad
mediada por toxinas. Entre ellas estd la toxina haemolisina A que puede producir en
cantidades pequefias y subliticas poros en la membrana celular que junto con la
inhibicién de las proteinas Akt llevan a la apoptosis y exfoliacion de la célula epitelial
infectada. Esta exfoliacion de la primera capa del epitelio permite que las subsiguientes
capas celulares queden expuestas a nueva invasion por parte de UPEC, pudiendo quedar
incluso como particulas quiescentes dentro de la célula que permitan la recidiva
posterior de la infeccion [114]. Hemolisina A ademdas de sobre las células uroteliales
también puede producir dicho efecto toxico en leucocitos polimorfonucleares, con lo
que asociado al dafo de la mucosa urotelial se suma la inhibiciéon de las defensas

celulares del huésped [122].
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Al ser generalmente moléculas grandes las toxinas para atravesar la pared
bacteriana necesitan de sistemas de transporte, que en el caso de E. coli suelen ser los
sistemas de secrecion tipo I [91]. Pero existen otro sistema de secrecion, el tipo V,
también denominado de toxinas autotransportadas. A este grupo pertenecen las toxinas
Sat y Vat que inducen la vacuolizacion y el dafio tisular en la célula huésped [130]. Otra
forma de transporte al exterior de la célula bacteriana es mediado por vesiculas de

membrana externa que pueden exteriorizar toxinas como el factor citotoxico de necrosis

y la hemolisina A [131,132].

Extracellular Space & ‘Q&!CNF

Sat/Vat ?‘, N

Gy - Laminin Receptor
Precursor

Figura 15. Modelo de accion de CNF, Sat/Vat e HylA sobre la célula huésped. Fuente Wiles T, Kulesus R,
Mulvey MA. Experimental and molecular pathology. 2008 (75).

Sistemas de adquisicion del hierro

El hierro resulta esencial para multiples de los fendmenos celulares que tienen
lugar tanto en células procariotas como eucariotas, pero el hierro libre en los mamiferos
es un bien escaso en la sangre y mas escaso todavia en otros tejidos [133,134]. Para su
crecimiento las células bacterianas necesitan unas concentraciones relativamente altas
de hierro citoplasmatico [135], por lo que en su lucha por la supervivencia las bacterias
patogenas van a establecer una lucha constante con la célula huésped por este elemento
[135,136]. De este modo las bacterias patogenas, incluyendo E. coli en sus patotipos
ExPEC, y mas especificamente UPEC, han desarrollado estrategias para obtener hierro
del huésped. Entre estas incluye los sideroforos y sus receptores. Los siderdéforos son
estructuras con alta avidez por el hierro libre, con funcion similar a lo que supone la
trasnferrina para los mamiferos, que son secretadas al ambiente para la captura y

quelacion del hierro para su uso por la célula bacteriana [134].
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Un ejemplo de esta competicion la podemos observar en la interaccion de
enterobactina y lipochalina. El sideréforo enterobactina secuestra el hierro libre por el
que tiene alta afinidad. Asimismo la célula huésped a través de la lipochalina 2 se une a
la enterobactina cargada de hierro impidiendo que UPEC incorpore ese hierro al interior
celular para su uso. Pero cuando UPEC exhibe el gen ireA, esta enterobactina se
modifica por glucosilacion impidiendo que tras la captacion del hierro sea reconocida
por lipochalina 2, pasando de este modo al interior de la célula bacteriana con su valiosa

carga [91,137,138].

Pero enterobactina no es el Unico sistema de obtencion de hierro que exhibe
ExPEC. UPEC en particular expresa multiples sistemas de adquisicion de hierro que
parecen redundantes, tales como los sider6éforos salmochelina, aerobactina y
yersiniabactina [91] pero que resultan fundamentales en un ambiente escaso de hierro y
con un huésped también &vido de ¢él. Algunos de estos mecanismos, como
yesrsiniabactina se encuentran regulados al alza en el crecimiento en forma de

biopeliculas que puede tener E. coli en torno a catéteres urinarios [139].

1.3.3.Factores de virulencia de E. coli

El concepto de factor de virulencia (FV) suscita entre los expertos un acalorado
debate, no estando de acuerdo en si las estructuras o funciones indispensables para la
enfermedad pero que no son especificas del patdogeno o del proceso patoldgico deberian
ser consideradas como tales. Parece que existe acuerdo en considerar FV segun los
postulados de Koch replanteados por Falkow [140] como aquellos rasgos microbianos
que se encuentran en un patégeno que ocasiona enfermedad, y cuyos cambios genéticos
por mutacion en modelos animales ocasiona una enfermedad menos severa que recupera

esta severidad cuando se repara el alelo del tipo salvaje del gen mutado.

Todos estos FV, con las consideraciones conceptuales descritas, se pueden
apreciar en las fases que los patdogenos precisan para lesionar la célula huésped, que
como hemos destacado en los apartados previos son la adhesion, entrada,

establecimiento y multiplicacion celular.

Por todo ello en muchas de las referencias bibliograficas que constan en esta
tesis no hablan de FV sin poner el adjetivo putativo delante, porque resulta dificil

diferenciar si los genes analizados y sus proteinas correspondientes son FV reales segin
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los postulados de Koch modificados a la biologia molecular moderna o tan solo son
factores patogénicos necesarios para la supervivencia de E. coli, dado que existen muy

pocos estudios en modelos animales para corroborar la hipdtesis.

Todos los mecanismos patogénicos de EXPEC descritos en los apartados previos,
han sido profundamente estudiados, en primera instancia para conocer su mecanismo
patogénico y de forma secundaria, aunque probablemente mas interesante desde el
punto de vista clinico, en un intento por asociarlos a distintos focos, origenes de la

infeccion, gravedad clinica e incluso prondstico.

Expuestas las reservas de si los factores de virulencia son elementos
imprescindibles para la supervivencia de E. coli o factores de virulencia reales y sin
querer ser exhaustiva, expondré brevemente a continuacion los datos mas relevantes en
este tipo de asociaciones clinicas en relacion a los genes estudiados en el presente

trabajo de investigacion (Tabla 4).

Las cepas de UPEC que expresan fimbrias P son productoras con mas frecuencia
de pielonefritis [126,141]. Acorde con estos datos, Moreno et al [142] encontraron que
papA y papGll se asociaban a pielonefritis y bacteriemia de origen urinario, en
comparacion con los pacientes incluidos en el estudio con bacteriemia de origen no
urinario. En el mismo estudio observaron que sfa/focDE y cnfl eran mas prevalentes
entre los pacientes con bacteriemias de origen urinario respecto a aquellos con
pielonefritis sin bacteriemia y bacteriemias de origen no urinario. Asimismo comparado
con el foco biliar, los pacientes con ITUs altas tienen mayor prevalencia de los genes
hylA, cnfl e iutA [121]. En general las cepas causantes de ITU exhiben mayor ntimero

de FV que las de focos no urinarios [63]

También existen asociaciones de determinantes de E. coli con la capacidad de
invasion vascular. La presencia de hemolisina y el antigeno capsular Ki se asocian con
ITU bacteriémica en nifios [143], lo que permitiria segin los autores el paso a
antibioterapia oral en ausencia de dichos factores. Wang et al [121] hallaron que ademas
de la obstruccion de la via biliar o la urinaria, la presencia de papGll podia jugar un

papel en el desarrollo de bacteriemia secundaria a dichos focos.

Las cepas con menos numero de FV producen infeccion en pacientes con algin
tipo de factor predisponente a la misma (alteraciones de via urinaria, sondaje, alteracion

neuroldgica), frente a las cepas mas virulentas que no discriminan entre paciente con
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factores de riesgo y sin ellos [144]. En el mismo sentido de factores de riesgo del
huésped, se observo que las cepas causantes de pielonefritis que exhibian papGll se
asociaban mas a pielonefritis en pacientes inmunocompetentes que aquellos

inmunocomprometidos [144].

La presencia de fimbrias P tambien parece estar relacionada con el origen
comunitario de la infeccion. Skjot-Rasmussen et al [65] hallaron una relacion
independiente entre papAH y el origen comunitario, y al contrario, los genes kpsMIl ¢
hylD se asociaron con el origen nosocomial. Los datos de Jaureguy et al [145] apoyan la
relacion entre las fimbrias P y el origen comunitario, ya que en su estudio la presencia

de papC y papGll se asociaron con el origen comunitario de la bacteriemia.

Johnson et al [146] disefiaron un trabajo para clarificar la asociacion de
determinantes genéticos de E. coli en el desarrollo de resistencias a antimicrobianos.
Aunque las diferencias en la susceptibilidad a Trimetroprim-Sulfametoxazol y
Ampicilina fueron minimas, esto no era asi para Ciprofloxacino. En esta serie de 100
aislados de E. coli de muestra urinaria de mujeres israelies con cistitis no complicada
encontraron que la resistencia a Ciprofloxacino se encontraba asociada al grupo
filogenético no-B2 y la ausencia de FV, en particular la presencia de papA, hylD, fyuA y

malX marcaba la susceptibilidad a dicho farmaco de forma significativa [146].

En este mismo sentido de la asociacidn con resistencia a antimicrobianos, los
grupos filogenéticos A y Bl se asociaron con mayor frecuencia a resistencia a
fluorquinolonas, mientras que el grupo B2 se asociaba con sensibilidad a esa misma

familia de antimicrobianos [144].
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Tabla 4. Genes de virulencia de E. coli y mecanismo celular en el que estan involucrados

Genes de virulencia Mecanismo celular

pap C Fimbrias P

pap G allele | Molécula de adhesina de la fimbria P, variante |
pap G allele Il Molécula de adhesina de la fimbria P, variante Il
pap G allele 111 Molécula de adhesina de la fimbria P, variante Il
afaB/C Adhesinas de la familia Dr

fimH Fimbria tipo 1

lha Molécula bifuncional, receptor de enterobactina y adhesina
sfa/foc DE fimbrias Sy F1C

cdtB Toxina distensora de citoesqueleto

cnfl Factor citotdxico necrosante 1

hlyA Hemolisina A

Sat Toxina secretetada autotransportada

Usp Proteina especifica uropatogénica

Protectinas
kps MTII Sintesis de la capsula del grupo Il

ompT Proteina de membrana externa T

Relacionados con la adquisicion del Hierro

iroN Receptor del catecol-sideréforo putativo

fyuA Receptor yersiniabactina

iutA Receptor aerobactina

iucD Biosintesis de aerobactina

ireA Sideréforo/regulador del hierro de la membrana externa

malX Marcador asociado a la isla de patogenicidad de la cepa CFT073

Svg Subgrupo especifico de virulencia

ibeA Invasor del endotelio cerebral

tratT Resistencia al suero asociada a una proteina de la membrana externa
cvaC Receptor de colicina V

Solo mencionados aquellos genes estudiados en el presente estudio de investigacion.
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1.4.Factores de Virulencia en E. coli como predictores de gravedad

clinica o mortalidad. Estado actual del problema

Previamente hemos revisado la gran cantidad de genes de virulencia de E.coli
descritos y los diversos papeles que pueden o parecen jugar en la infeccion clinica, pero
probablemente nos parezca mas importante conocer la capacidad predictiva que
pudieran tener de fendmenos tan graves en patologia infecciosa como son el desarrollo
de sepsis grave o shock séptico o incluso el desenlace fatal del episodio, dado que una
intensificacion de las medidas terapéuticas en un paciente que a priori se conoce que va

a tener peor evolucion clinica puede contribuir a disminuir su morbimortalidad.

Con esta intencion de valorar la capacidad de prediccion de los genes de
virulencia de E. coli de eventos clinicos severos existen escasos estudios previos que

merece la pena detallar a continuacion, de forma cronologica.

Hekker et al [147] llevaron a cabo un estudio, publicado en el afio 2000, en los
Paises Bajos para establecer ¢l papel de varios factores de virulencia de E. coli en el
desarrollo de sepsis, shock séptico, fracaso multiorganico adicional o muerte.
Retrospectivo en su disefio, incluyeron 30 cepas de E. coli aleatorias, procedentes de
hemocultivos, a las que determinaron los grupos O y los tipos K, la expresion de la
fimbrias P, la produccion de hemolisina, la presencia del gen cnfl por PCR, la
resistencia al suero, la quemoluminiscencia y la resistencia a los fagocitos. Tras el
analisis de los datos concluyeron que, pese a que la produccion de hemolisina se
asociaba de forma independiente con la prevencion de desarrollo de shock séptico (OR
0.1, IC 95% 0.0-0.7), fracaso multiorganico adicional (OR 0.1, IC95% 0.0-0.7) o muerte
(OR 0.0, IC95% 0.0-0.4), los factores del huésped tales como la presencia de catéteres
urinarios (OR para sepsis 13, IC 95% 1.7-99 y OR para fracaso multiorganico 10.5, IC
95% 1.1-97), la presencia de catéteres endovenosos (OR para shock séptico 36.1, IC
95% 2.9-454.7, y OR para muerte 10.6, IC 95% 1.3-84.8) o el tratamiento antibidtico
apropiado (OR para fracaso multiorganico 6.4, IC 95% 1.1-36) pesaban mas que los

factores de E. coli en la mala evolucion del cuadro clinico.

Como critica al estudio de Hekker el al [147] destacaria el escaso nimero de
aislados microbioldgicos incluidos, asi como la recogida retrospectiva de todos los
datos clinicos, incluidas las variables resultado del estudio como son el desarrollo de

sepsis, shock séptico o fracaso multiorgénico. Respecto a la mortalidad, pese a ser el
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50% de su poblaciéon, no se evalua su posible relacion o no con el episodio

bacteriémico.

Siete afios mas tarde, Jauréguy et al [145] publicaron los resultados de un
estudio prospectivo de cohorte de 1 afo de seguimiento llevado a cabo en dos hospitales
universitarios franceses. Este grupo de investigacion estudié de forma prospectiva 161
episodios consecutivos de bacteriemia por E. coli (14 de ellos en poblacion pediatrica),
prestando especial atencion a la definicion de sepsis y su gravedad inicial, las
comorbilidades, incluyendo la inmunosupresion, el foco y origen de la bacteriemia y la
muerte, considerando atribuible esta al episodio bacteriémico si acontecia en las
primeras 48 horas. Desde el punto de vista microbioldgico analizaron nueve genes de
virulencia de E. coli (papC, papGll, papGlll, sfa/foc, hlyC, cnfl, iucC, fyuA and iroN),
ademds de los grupos filogenéticos y la sensibilidad a antimicrobianos. Como
conclusiones los autores destacan que Unicamente la presencia de shock séptico y del
gen papGlll estan relacionados de forma independiente y significativa con el mal
pronostico de la bacteriemia. Ningun otro gen de virulencia fue relacionado con la

severidad de la sepsis ni con la mortalidad del episodio.

Lefort et al [63], publican en 2011 el resultado de un estudio prospectivo,
randomizado llevado a cabo en Francia y con la participacion de 15 hospitales, conocido
como COLIBAFI, cuyo endpoint primario era la mortalidad hospitalaria a 28 dias desde
el episodio de bacteriemia. En este estudio reunen los datos de 1000 pacientes adultos
consecutivos a los que ademds de una adecuada caracterizacion clinica del episodio
bacteriémico (foco, origen, comorbilidades, criterios de sepsis) se determinan 18
factores de virulencia de E. coli (papC; papG, including papG alleles; sfa/foc; iha; hra;
ibeA, hlyC, cnfl, sat, fyuA, irp2, iroN, iucC, ireA, neuC, ompT, traT, usp).A pesar del
elevado numero de pacientes y episodios fatales (12.9% de mortalidad) los autores
concluyen que los factores dependientes del huésped sobrepasan a los dependientes de
E. coli como determinantes de mala evolucion, Gnicamente encontraron una relacion

inversa entre muerte y la presencia de ireA.

Mas recientemente, en Marzo de 2012, Skjet-Rasmussen et al [65], publicaron
un estudio similar que recogia 196 muestras de sangre y orina de pacientes adultos con
ITU bacteriémica, en su gran mayoria de origen comunitario. A todas esas muestras les
llevaron a cabo un exhaustivo estudio molecular con la determinacion de un total de 29

genes de virulencia de E.coli de 6 grupos funcionales distintos: adhesinas (afa/draBC,
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bmak, fimH, focG, gafD, iha, papAH y sfa/focDE), genes relacionados con el biofilm
(agn43, agn43aCFT073, agn43bCFT073 y agn43K12), genes relacionados con la
adquisicion de hierro (chuA, fyuA, ireA, iroN y iutA), protectinas (iss, kpsM 11, kpsM 11
K2, kpsM 111 y traT), toxinas (cdtB, cnfl, hlyD y sat) y unos genes miscelanea (ibeA,
malX y usp). Aunque encontraron varios de estos genes relacionados significativamente
con el origen nosocomial (KPS MII y hylA) o comunitario (papAH) de la bacteriemia, el
sexo (papAH e iss relacionados con mujeres y iroN con varones), ninguno de ellos se

relacion6 con la mortalidad del episodio.

Como hemos podido apreciar las conclusiones de estos cuatro estudios son
dispares entre si. Con disefios clinicos y microbiologicos distintos, la tinica conclusion
comun que parecen compartir es que los factores dependientes del huésped son mas

importantes que aquellos dependientes de E. coli.

En este escenario del conocimiento nos parecia oportuno disefiar un estudio que
intentara arrojar alguna luz al panorama claroscuro de la implicacion de los llamados
genes de virulencia de E. coli en el desarrollo de sepsis o mortalidad en las bacteriemias

por dicho patogeno.
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2. Justificacion del estudio

2.1.Hipoétesis

Existen factores de patogenicidad en algunas cepas de E. coli que favorecen la
evolucion de la bacteriemia hacia sepsis. Aunque existen factores independientes del
microorganismo y dependientes unicamente del paciente, en algunos grupos de riesgo,
en los que los pacientes son comparables entre si, el factor microbiologico adquiere
preponderancia y puede detectarse una asociacion entre ciertos rasgos genéticos del
microorganismo (factores de virulencia 6 genes de virulencia) y el curso de la infeccion.
En estas situaciones la deteccion de un marcador o un conjunto de marcadores podria

tener valor predictivo.

2.2.0Objetivos

1. Estudiar prospectivamente la asociacion entre diversos rasgos de virulencia
de E. coli y el desarrollo de sepsis y su evolucion en pacientes con
bacteriemia por E. coli.

2. Comparar las relaciones filogenéticas, y otros marcadores de virulencia entre
dos grupos de aislados clinicos de E. coli, aquellos procedentes de
bacteriemia sin sepsis y aquellos otros procedentes de bacteriemia con
sepsis.

3. Comparar las relaciones filogenéticas, y otros marcadores de virulencia entre
dos grupos de aislados clinicos de E. coli, aquellos procedentes de

bacteriemia con resultado faltal y aquellos con evolucion no fatal.
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3. Pacientes, Material y Métodos

3.1.Diseiio y desarrollo del estudio

Se trata de un estudio observacional, prospectivo, en el que se evalian de forma
consecutiva todas las bacteriemias por E. coli en adultos mayores de 18 afios de edad

ingresados en el Hospital Universitario La Paz que aceptaron participar.
El presente estudio consta de dos partes: epidemiologica y experimental.
Estudio Epidemioldgico

Partiendo de una alerta del Servicio de Microbiologia Clinica cuando se
producia un aislamiento de E. coli en muestras de hemocultivos de pacientes ingresados
en el HULP el equipo investigador acudia a evaluar al paciente para, tras obtencion del
consentimiento informado, recoger los datos relativos a variables demograficas,
antecedentes médicos, exploracion fisica, momento de la bacteriemia, origen de la
misma y tratamiento instaurado como se especifican mas adelante (Epigrafe 2.5.

Variables del estudio y Anexo 1).

En este momento se recogieron las variables que luego servirian para determinar
a qué grupo pertenecian los pacientes evaluados en relacion a la respuesta inflamatoria a

la infeccion: Sepsis, Sepsis Grave y Shock Séptico

Posteriormente se recogieron los datos necesarios para conocer la evolucion a
corto, medio y largo plazo del episodio bacteriémico analizado, para establecer

reingresos o fallecimiento del paciente asi como sus causas..

En ningin momento el equipo investigador intervino en la decision tomada por
el clinico responsable del paciente respecto a la pauta antimicrobiana ni ninguna otra

intervencion diagnostica ni terapéutica.
Estudio Experimental

De forma rutinaria el laboratorio de Microbiologia Clinica realiza el
antibiograma a todos los aislados clinicos, entre ellos los hemocultivos objeto de este
estudio. El procesado de las muestras consiste en la extraccion de muestras de
hemocultivo en condiciones de asepsia, al menos dos muestras pareadas simultaneas o
separadas 15-20 minutos, extraidas de dos punciones venosas distintas, que pasan a la
incubadora con lectura automatizada Bactec (BACTEC ™ Becton Dickinson, Franklin

Lakes, NJ, USA) or BacT/ALERT® (bioMérieux, Marcy I’Etoile, Francia) hasta la
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deteccion de crecimiento bacteriano. El caldo de cultivo crecido se siembra en placas
cultivo y con el aislamiento de la colonia se pasa a los métodos automatizados de
identificacion y antibiograma Wider® (Fco. Soria Melguizo, Madrid, Espana) o
Vitek2® (bioMérieux Marcy I’Etoile, Francia).

Se utilizo este analisis para determinar las concentraciones minimas inhibitorias
(CMI) de los distintos antibidticos de uso clinico segun puntos de corte de la CLSI
[148], dato con el que determinar si el tratamiento empirico antibidtico instaurado era
adecuado o no, en funcién de si la CMI del antibiotico utilizado en cada paciente se
encontraba por debajo del rango que determina que la cepa bacteriana en cuestion es

sensible.

Ademas del procesado rutinario de la muestra, una vez identificada la colonia
como E. coli esta era congelada con glicerol al 20% a -70°C hasta el posterior analisis
molecular de la misma de forma conjunta con todas las muestras del estudio. Para ello
se contd con el apoyo del equipo humano y técnico de Biologia Molecular del IdiPAZ.
La metodologia usada en el laboratorio de Biologia Molecular se especifica mas

adelante, en el apartado 2.5.11.

3.2.Poblacion, criterios de inclusion y exclusion y ambito del estudio

Se incluyeron todos los pacientes de 18 afios o mas ingresados en cualquier
servicio médico o quirurgico del HULP con bacteriemia documentada por E. coli que
accedieran a participar. No existia criterio de exclusion distinto de la falta de

consentimiento para la participacion en el mismo por parte del paciente.

Este estudio se ha llevado a cabo en el Hospital Universitario La Paz, situado en
la zona norte de Madrid, area 5, que atiende una poblacion aproximada rural y urbana
de 600.000 habitantes. Es un Hospital de tercer nivel asistencial, con todos los servicios
médicos y quirargicos disponibles, y un total de 1328 camas de hospitalizacion. La
actividad asistencial llevada a cabo en un afio en el centro es: 58.567 ingresos,
1.241.634 consultas externas, 285.108 urgencias, 45.539 intervenciones quirurgicas,

10.364 partos, 151 trasplantes de 6rgano solido.

La fase de recogida de datos se llevd a cabo entre Mayo de 2010 y Mayo de
2011.
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3.3.Etica y legislacion

En Espafia, el derecho de privacidad de los pacientes estd protegido por el
consentimiento informado, regulado por la “Ley 41/2002, de 14 de noviembre, basica
reguladora de la autonomia del paciente y de derechos y obligaciones en materia de
informacion y documentacion clinica” Asimismo la datos recogidos para el estudio
estan identificados mediante un codigo cumpliendo todos los requisitos de la ley
Orgénica 15/1999 de proteccion de datos de caracter personal (BOE n°® 298 de 14-12-

1999). Consentimiento informado disponible en anexo 2.

Los procedimientos llevados a cabo estan de acuerdo con las normas éticas
establecidas por la Declaracion de Helsinki. El estudio fue aprobado por el Comité Etico

de Investigacion Clinica del HULP.

3.4.Muestra y calculo del tamafio muestral

En un estudio preliminar previo realizado en HULP-IdiPAZ, con financiacién
del Fondo de Investigaciones Sanitarias (P1060206) dirigido por el Dr J Mingorance
(comunicacidén personal, datos no publicados) se estudido la presencia del gen de
patogenicidad PAlusp de E. coli en aislamientos clinicos procedentes de pacientes de
distintas unidades del HULP. Contando con el apoyo del Servicio de Nefrologia se
separaron de esa coleccion aquellos aislados procedentes de pacientes sometidos a
transplante renal (n=25), y se clasificaron en dos grupos, aquellos que correspondian a
episodios de bacteriemia sin sepsis, y los que correspondian a episodios de bacteriemia
con sepsis (definida retrospectivamente como ingreso en Unidad de Cuidados
Intensivos o tratamiento con firmacos vasoactivos). Pese a que el tamafio de la muestra
era pequefo, el andlisis mostré que entre los aislados de episodios de bacteriemia con
sepsis en torno al 70% eran portadores de la PAlusp, mientras que en el grupo de

bacteriemia sin sepsis la frecuencia de cepas portadoras de la PAlusp es del 20%.

Con los datos de este estudio piloto que sirvid para generar la hipotesis del
presente trabajo y tras la realizacion de una busqueda bibliografica exhaustiva, no se
encontraron datos suficientes de asociacion de factores genéticos de patogenicidad de E.
coli a sepsis, sepsis grave o shock séptico que permitieran estimar de forma apropiada el
tamafio muestral requerido para corroborar o descartar la hipdtesis de trabajo. Por lo
tanto se eligié una muestra de al menos 100 pacientes.El estudio debe ser considerado

exploratorio
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3.5.Variables del estudio y definicion de las mismas

3.5.1.Datos demograficos del paciente

Se recogieron la edad del paciente en el momento del ingreso, en afios, el sexo,

la fecha de ingreso en el HULP y el servicio hospitalario del mismo. En los casos en

que el paciente, atendido en el servicio de Urgencias, permanecia en dicho servicio mas

de 48h se consider6 este como el servicio de ingreso, cuando el paciente era dado de

alta antes de ese tiempo no se incluyd en el estudio por considerarse paciente sin

ingreso.

3.5.2. Enfermedades subyacentes, comorbilidad e inmunosupresion

Se recogieron las siguientes enfermedades subyacentes, con objeto de poder

calcular el indice de comorbilidad de Charlson [149] con que comparar la comorbilidad

de todos los sujetos del estudio:

Infarto de miocardio. Antecedentes de hospitalizacion por IAM con
alteraciones electrocardiograficas y/o enzimaticas.

Insuficiencia cardiaca congestiva. Antecedentes de disnea de esfuerzo o
disnea paroxistica nocturna con respuesta favorable al tratamiento
farmacologico.

Enfermedad vascular periférica. Incluye claudicacion intermitente o by-pass
periférico, isquemia arterial aguda y aneurisma de aorta (toracica o
abdominal) > 6 cm de diametro.

Enfermedad cerebrovascular. Historia de accidente cerebrovascular con
secuelas minimas o accidente isquémico transitorio.

Hemiplejia. Hemiplejia o paraplejia de cualquier causa.

Demencia. Evidencia de deterioro cognitivo cronico de cualquier causa.
Enfermedad pulmonar. Evidencia en la historia clinica, exploracién fisica o
en exploraciones complementarias de cualquier enfermedad respiratoria
cronica.

Enfermedad del tejido conectivo. Evidencia en la historia clinica del paciente
de cualquier enfermedad autoinmune o del tejido conectivo.

Ulcera gastroduodenal. Pacientes con diagnostico y tratamiento por ulcus

(incluye hemorragia digestiva alta).
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Diabetes Mellitus. Pacientes con antecedente en historia clinica de diabetes o
tratamiento con insulina o antidiabéticos orales, sin presencia de
complicaciones tardias (no incluye los pacientes tratados solo con dieta).
Diabetes Mellitus con afectacion de drganos diana. Pacientes con retinopatia,
neuropatia o nefropatia de origen diabético. Incluye antecedentes de
cetoacidosis o descompensacion hiperosmolar.

Insuficiencia renal cronica. Incluye pacientes sometidos a técnicas de
depuracion renal (hemofiltracion o didlisis peritoneal) o con niveles de
creatinina sérica de superiores a 2 mg/dL.

Hepatopatia crénica Leve: sin evidencia de hipertension portal ni episodios
de descompensacion.

Hepatopatia cronica Moderada-grave: con evidencia de hipertension portal o
episodios previos de ascitis, presencia de varices esofagicas, hemorragia
digestiva alta por varices esofagicas o episodios de encefalopatia hepatica.
Neoplasia solida. Pacientes con neoplasia pero sin metéstasis documentada
tratados en los Ultimos cinco afios.

Neoplasia solida metastasica. Tumor o neoplasia s6lida con metastasis.
Linfoma. Incluye linfomas, macroglobulinemia de Waldenstrom y mieloma.
Leucemia. Incluye leucemia mieloide cronica, leucemia linfatica crénica,
otras leucemias cronicas y todas las leucemias agudas.

SIDA. Se incluyen pacientes con infeccion crénica por el Virus de la
Inmunodeficiencia humana con categoria C3 de los Centers for Disease
Control and Prevention (CDC) (recuento de linfocitos CD4 <200/uL o

enfermedad definitoria de Sindrome de inmunodeficiencia adquirida) [150].

El indice de comorbilidad de Charlson es un sistema de evaluacion de la

patologia cronica asociada que asigna una puntuacion a aquella que ha demostrado ser

predictiva de la mortalidad a medio plazo. Cada una de las enfermedades resefiadas

previamente, puntiia en la escala como sigue:

1 punto por cada una de las siguientes entidades: Infarto agudo de miocardio,
Insuficiencia cardiaca, Enfermedad vascular periférica, Demencia,
Enfermedad cerebrovascular, enfermedad pulmonar crénica, enfermedad del
tejido conectivo, enfermedad ulcerosa, enfermedad hepdtica leve, diabetes

mellitus no complicada.
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- 2 puntos por cada una de las siguientes entidades: hemiplejia, enfermedad
renal moderada o grave, diabetes mellitus con afectacion de organo diana,
cualquier tumor maligno, leucemia, linfoma.

- 3 puntos por cada una de las siguientes entidades: enfermedad hepatica grave

- 6 puntos por cada una de las siguientes entidades: Tumor solido metastasico,

SIDA.

Asimismo se recogi6 el indice McCabe-Jackson [151]. Se trata de un indice del
prondstico vital del paciente en funcién de las enfermedades previas del mismo. Se

clasifica en:

- No fatal: no enfermedad de base, o de la que no se espera la muerte antes de
5 anos.

- Ultimamente fatal: es esperable la muerte por la enfermedad de base en
menos de 5 afios.

- Répidamente fatal: es esperable la muerte como consecuencia de la

enfermedad de base en los proximos 3 meses.

También se recogio el antecedente de trasplante renal, con el objetivo inicial de
evaluar si en estos pacientes, comparados con los no trasplantados, habia diferencias en
la expresion genética de E. coli o de respuesta inflamatoria sistémica. Debido al numero
no significativo (n=5) de episodios en pacientes trasplantados recogidos en este afio, y a
la continuacion del proyecto FIS (P110/00795), el equipo investigador hemos decidido

no incorporar estos datos en esta fase de analisis del mismo.
Ademas se recogi6 el uso de tratamientos inmunosupresores:

- Corticoides a dosis superiores a Img/kg de peso durante mas de un mes

- Tratamientos biologicos de uso médico: inhibidores de TNF alfa (Etanercept,
Infliximab, Adalimumab), inhibidores de IL1r (Anakinra), deplectores de
linfocitos (Rituximab) y antagonistas de IL6r (Tolicizumab)

- Otros inmunosupresores: Ciclofosfamida, metotrexate, micofenolato

mofetilo, Azatioprina, Tacrolimus, Sirolimus, Everolimus.
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3.5.3.Variables relacionadas con el origen de la bacteriemia

Ademéas de los datos relacionados con el paciente (demografia y comorbilidades)

se recogieron las variables relacionadas con el origen de la bacteriemia, considerando:

Origen urinario: cuando existian datos clinicos, analiticos y/o
microbiologicos de dicho origen. Se recogid asimismo si el paciente
presentaba algiin factor de riesgo para este origen uroldgico como
alteraciones de la via urinaria (primarias o secundarias) o si era portador de
catéteres urinarios (Sonda vesical, pig tail u otros)

Origen abdominal: cuando existian datos clinicos, analiticos, radiologicos
y/o microbiologicos de dicho origen.

Otros origenes: cuando existian datos clinicos o microbioldgicos para
considerar otros focos como por ejemplo bacteriemias asociadas a catéter
venoso central.

Origen desconocido, o bacteriemia primaria, cuando ninguno de los

anteriores estaba presente.

3.5.4.Variables relacionadas con lugar de adquisicion de la

bacteriemia

El lugar de adquisicion de la bacteriemia es determinante en los patdgenos

esperables como causantes del cuadro infeccioso, asi como de su perfil de sensibilidad a

antimicrobianos, consideraciones que influyen en gran medida en la eleccion del

tratamiento antimicrobiano empirico. Segun los Centers for Disease Control [27] y

modificaciones posteriores [28], hemos considerado las siguientes definiciones:

Origen nosocomial: bacteriemia que ocurrio tras las 48 horas del ingreso
hospitalario, y cuyos sintomas no estaban presentes al ingreso o durante las
primeras 48 horas; asimismo se incluyen las acontecidas durante los
primeros 7 dias tras el alta hospitalaria.

Relacionado con la asistencia sanitaria: si en los 3 meses previos al ingreso
se daba alguna de las siguientes circunstancias: ingreso durante mas de 48
horas en hospital de agudos o crénicos, residencia en centro socio sanitario,
hemodialisis u otro tipo de dialisis periddica, atencion periddica en hospital

de dia u hospitalizacion domiciliaria.
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- Origen comunitario: todos los que no cumplian ninguna de las condiciones

previas.

3.5.5.Variables relacionadas con la afectacion sistémica de la

bacteriemia

Para evaluar la gravedad del episodio bacteriémico y poder comparar entre

grupos utilizamos el score de Pitt [152] [153].

El score de gravedad de Pitt considera variables de exploracion fisica tomadas
en el momento de la bacteriemia para graduar la gravedad, puntuando entre 0 y cuatro

las variables seglin se expresan a continuacion:

- Temperatura: < 35°C 2 puntos, 36°C 1 punto, 36.1-38.9°C 0 puntos, 39°C 1
punto, >40°C 2 puntos.

- Hipotension: 2 puntos si se cumple alguna de las siguientes situaciones:
caida aguda de tension arterial sistolica en al menos 30mmHg, o en la
tension arterial diastolica de 20mmHg; necesidad de agentes vasoactivos o
tension arterial sistdlica inferior a 90mmHg.

- Parada cardiaca: 4 puntos

- Ventilacion mecanica: 2 puntos

- Estado mental: alerta 0 puntos, desorientado 1 punto, estuporoso 2 puntos,

comatoso 4 puntos

3.5.6.Variables relacionadas con el tratamiento

Se recopilaron los datos del momento del inicio del tratamiento antimicrobiano

empirico, el principio activo y la via de administracién del mismo.

Ademas se evaluo si el tratamiento era adecuado o no en funcion de los datos
microbioldgicos disponibles (Ver apartado 3.5.10: Determinaciones del laboratorio de

microbiologia).

Se considero tratamiento antibidtico adecuado a aquel que se administraba por la
via apropiada, con farmaco activo frente al aislado microbioldgico en funcion de la CMI
del mismo, con dosis ajustada a caracteristicas del paciente (peso, funcion renal, funcion

hepatica) y adecuada penetracion en el foco origen de la bacteriemia.
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3.5.7.Definicion de sepsis, sepsis grave, shock séptico

Con las variables recogidas se definieron de forma operativa Sepsis, Sepsis

grave y Shock séptico, segiin definiciones de Bone et al [10].

Sepsis: Se considerd que existia Sepsis o Sindrome de Respuesta Inflamatoria
Sistémica (SIRS) secundaria a infeccion si existian al menos dos de las siguientes

condiciones:

- Temperatura corporal mayor de 38°C 6 menor de 36°C.
- Frecuencia cardiaca mayor de 90 latidos por minuto.
- Frecuencia respiratoria superior a 20 por minuto.

- Recuento de leucocitos mayor de 12.000 por mm3 6 menor a 4.000 por mm3

Sepsis grave: Se considerd que existia Sepsis Grave, si se cumplian criterios de

Sepsis y ademads algin dato de fallo de 6rgano, como:

- Hipotension arterial: TA sistélica inferior a 90mmHg, TA diastdlica
inferior a 40 mmHg o evento hipotensivo

- Necesidad de ventilacion mecéanica

- Alteracion neurologica: Status mental distinto de alerta o escala de coma
de Glasgow inferior a 15puntos

- Necesidad de técnicas de depuracion extrarrenal

Shock séptico: Se considerd que existia Shock séptico, si se cumplian criterios
de Sepsis y ademds uso de aminas vasoactivas para el mantenimiento de la tension

arterial.

3.5.8.Variables relativas a la evolucion clinica

Se consideraron como fechas claves la de ingreso hospitalario, la de bacteriemia,

la de alta hospitalaria, y las de reingreso y exitus si estos hechos sucedian.

Se recogid la mortalidad a corto y medio plazo: intraingreso, y dentro de los
primeros 30 dias tras el alta. Asimismo se recogi6 si el fallecimiento se consideraba

relacionado o no con el episodio de bacteriemia por E. coli.
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Con las referidas fechas también se calculd la estancia hospitalaria de los
pacientes y el tiempo entre el ingreso y la bacteriemia en los casos de infeccion de

origen nosocomial.

Respecto al reingreso se consideraron aquellos ocurridos en los primeros 3
meses del alta. Asimismo se recogio si se consideraba relacionado o no con el episodio

bacteriémico.

3.5.9.Determinaciones del laboratorio

Se recogieron las siguientes variables analiticas de los laboratorios de

Hematologia y Bioquimica:

- Proteina C Reactiva, en mg/dL

- Leucocitos, en células/mm’

- Neutrofilos, en porcentaje de la cifra de leucocitos totales
- Hematocrito, en porcentaje

- Bicarbonato venoso, en mEq/L

- Creatinina, en mg/dL.

- Sodio, en mEq/L

- Potasio, en mEq/L.

Estas determinaciones se realizaron segun estandares de calidad del laboratorio,
acreditado por la Entidad Nacional de Acreditacion (ENAC, acreditacion N°
491/LE1130).

3.5.10.Determinaciones del laboratorio de microbiologia

En el laboratorio de Microbiologia y Parasitologia clinicas se procesaron las
muestras de hemocultivos obtenidos, ofreciendo a los clinicos, y como variables al

estudio:

- Fecha de recogida del hemocultivo

- Fecha de positividad del hemocultivo

- Antibiograma, en que se hacen constar las Concentraciones minimas
inhibitorias para cada antibiotico, segun los puntos de corte del Clinical and

Laboratory Standards Institute (CLSI) [148].
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El laboratorio de Microbiologia y Parasitologia Clinicas, trabaja bajo estandares

de calidad acreditados por SGS segun norma ISO 9001:2008.

En base a estos datos microbiologicos y en vista del antimicrobiano empleado en
el tratamiento de cada paciente se pudo establecer si el tratamiento se consideraba
adecuado o no, teniendo en cuenta tanto principio activo como via de administracion,

dosis y foco de infeccion.

3.5.11. Determinaciones del laboratorio de biologia molecular

En el laboratorio de Biologia Molecular se determinaron los siguientes genes de
E. coli: mal X, svg, fim H, sfa D/E, afa B/C, hly A, usp, iuc D, kps, pap C, pap G alelo I,
pap G alelo Il, pap G alelo IlI, iroN, iha , sat, ibe A, trat T, cva C, iut A, fyu A, cnf,
cdtB, ireA, ompT y las familias de betalactamasas TEM, CTX-M y VIM.

La presencia o ausencia de dichos genes fue establecida por técnica de reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR, de sus siglas en inglés), usando los oligonucledtidos

mencionados en la Tabla 5.

El ADN genomico de cada aislado se purifico utilizando el kit comercial
UltraClean Microbial DNA purification kit (MO BIO Laboratories Inc., Carlsbad, CA).
Los ADNs fueron distribuidos en placas maestras de 96 pocillos. Las PCRs para cada
gen de virulencia (GV) se realizaron en placas de 96 pocillos donde la mezcla de
reacciéon se prepard con tampon de reaccion 1X con MgCl2 (Biotools), 0,2uM
concentracion final de cada uno de los oligonucledtidos, 0,2 uM concentracion final de
mezcla de dNTPs, 1 U de ADN polimerasa (Biotools) y 5 ul (20 ng) de ADN en un
volumen final de 50 pl. La reaccion de PCR consta de un paso inicial de
desnaturalizacién de 5 min a 95°C, 30 ciclos de 30s a 95°C, 30s a la temperatura de
anillamiento de cada par de oligonucle6tidos y Imin a 72°C, con paso final de extension
de 5 min a 72°C. Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en gel de
agarosa de 96 pocillos (VG-FAST, Fisher Bioblock Scientific) con GelRedTM (Biotium

Inc.). Se calculé el numero de GVs (Score) para cada aislado.

Asimismo se determinoé el grupo filogenético, A, B1, B2 y D, segun metodologia

descrita por Clermont et al [154], de todos los aislados microbiologicos.
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Ademas de las técnicas de PCR descritas para la determinacion de genes de
virulencia y grupos filogenéticos de E. coli, se realizaron técnicas de basadas en
multilocus sequence typing (MLST) para el estudio de la diversidad genética de las
cepas estudiadas. Se realiz6 para la tipificacion la pirosecuenciacion de posiciones de
nucleodtido unico (SNP de sus siglas en inglés, single nucleotide polymorphic positions),
segin metodologia descrita y validada [117], en adelante referida como

pirosecuenciacion basada en MLST.
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Tabla 5. Primers de secuenciacion de genes de E. coli

Gen Secuencia del Primer T(°C) Amplicon (pb) Referencia

Adhesinas

pap C F: GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 58 328 [155]
R: ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA

pap G allele | F: CAACCTGCTCTCAATCTTTACTG 50 692 [156]
R: CATGGCTGGTTGTTCCTAAACAT

pap G allele Il F: GGAATGTGGTGATTACTCAAAGG 58 562 [156]
R: TCCAGAGACTGTTCAAGAAGGAC

pap G allele Ill F: CATGGCTGGTTGTTCCTAAACAT 58 421 [156]
R: TCCAGAGACTGTGCAGAAGGAC

afaB/C F: GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC 58 750 [155]
R: CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG

fimH F: TGCAGAACGGATAAGCCGTGG 58 508 [111]
R: GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA

lha F: CTGGCGGAGGCTCTGAGATCA 58 827 [111]
R: TCCTTAAGCTCCCGCGGCTGA

sfa/foc DE F: CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 58 410 [155]
R: CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC

Toxinas

cdtB F1: GAAAGTAAATGGAATATAAATGTCCG 50 430 [111]
R1: AAATCACCAAGAATCATCCAGTTA
F2: GAAAGTAAATGGAACACACATGTCCG
R2: AAATCTCCTGCAATCATCCAGTTA

cnf F: GAACTTATTAAGGATAGT 45 543 [157]
R: CATTATTTATAACGCTG

hlyA F: AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT 58 1177 [158]
R: ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA

Sat F: GTTGTCTCTGGCTGTTGC 54 501 [159]
R: AATGATGTTCCTCCAGAGC

Usp F: ATGCTACTGTTTCCGGGTAGTGTGT 58 805 [160]
R: ACCTCCAGCCACAGCGCCTC Este trabajo

Protectinas

kps MTII F: GCGCATTTGCTGATACTGTTG 58 272 [111]
R: CATCAGACGATAAGCATGAGCA

ompT F: ATCTAGCCGAAGAAGGAGGC 58 559 [111]
R: CCCGGGTCATAGTGTTCATC

Relacionados con adquisicion del hierro

iroN F: AAGTCAAAGCAAGGGGTTGCCCG 58 667 [111]
R: GACGCCGACATTAAGACGCAG

ireA F: TCTGATAAAAAAGAAGATACG 45 1971 [161]
R: GAAGGATACTCTTACATT

fYuA F: TGATTAACCCCGCGACGGGAA 58 880 [111]
R: CGCAGTAGGCACGATGTTGTA

iutA F: GGCTGGACATCATGGGAACTGG 58 302 [111]
R: CGTCGGGAACGGGTAGAATCG

iucD F: TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT 58 602 [158]
R: AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG

Miscelanea

ibeA F: AGGCAGGTGTGCGCCGCGTAC 58 170 [111]
R: TGGTGCTCCGGCAAACCATGC

tratT F: GGTGTGGTGCGATGAGCACAG 58 290 [111]
R: CACGGTTCAGCCATCCCTGAG

malX F: GCGATCGGCCAACCTGTTCT 54 429 [162]
R: CGGTTCGGCTGTGATTGGTG

cvaC F: CACACACAAACGGGAGCTGTT 58 680 [111]
R: CTTCCCGCAGCATAGTTCCAT

Svg F: TCCGGCTGATTACAAACCAAC 54 434 [163]
R: CTGCACGAGGTTGTAGTCCTG
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3.6.Metodologia estadistica y analisis estadistico de los datos

Las variables cualitativas se expresan mediante nimero absoluto y porcentaje,
las variables continuas mediante la media y desviacion estdndar o mediana y rango. Se

uso la y~ para la comparacion de proporciones con un nivel de significacion de p<0.05.

A medida que se desarrollaba el proyecto y dado que se trataba de un estudio

exploratorio realizamos las siguientes modificaciones sobre el plan de andlisis original

Debido al escaso numero de pacientes con shock séptico y para poder evaluar
algun tipo de asociacion entre los factores microbiologicos estudiados y la respuesta a la
sepsis del huésped, decidimos dicotomizar la respuesta a la sepsis en leve -categoria que
incluy6 pacientes sin datos de sepsis o con sepsis leve-, y grave -categoria que incluyo
pacientes con datos de sepsis grave y shock séptico, segun las definiciones previas.
Antes de la recategorizacion de la variable respuesta a la sepsis se compararon los

grupos entre si para ver sus similitudes.

Otra modificacion respecto a las variables originales esta en relacion con los
genes implicados en la sintesis de proteinas que conforman las fimbrias P, esto es papC,
papG alelo I, papG alelo Il y papG alelo I1l. Como el analisis univariante determin6 su
relacion estadisticamente no significativa con la evolucion favorable del episodio
bacteriémico se cre6 una nueva variable que fue introducida en el modelo multivariante.
La nueva variable, denominada Fimbria P, se consider6 presente si estaba al menos uno

de los genes relacionados con dicha estructura bacteriana.

Se llevaron a cabo dos analisis multivariantes, uno cuya variables dependiente
fue la sepsis grave y el otro cuya variable dependiente fue la muerte. En el modelo se
incluyeron las variables clinicas con significacion estadistica de p<0.05en el modelo
univariante, asi como todos los factores de virulencia de E. coli analizados, pese a no
existir diferencias estadisticamente significativas en el andlisis univariante entre los
grupos, por considerar este un andlisis exploratorio. Los analisis multivariantes se

realizaron mediante regresion logistica por pasos.

Ademas se analiz6 la distribucion de los factores de virulencia estudiados segun

el grupo filogenético de E. coli.

Los anélisis estadisticos se realizaron utilizando el programa informatico
estadistico Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, Chicago, IL, USA)

version 10 para Windows.
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4. Resultados

Durante el periodo de estudio, entre Mayo 2010 y Mayo 2011 se recogieron de
forma consecutiva 120 episodios de bacteriemia por E. coli correspondientes a 120
pacientes. Los datos relativos a la respuesta inflamatoria solo estaban disponibles de

119 pacientes.

Expondré a continuacion las caracteristicas de dicha poblacion de forma global y
en funcién de su respuesta inflamatoria a la infeccion. Asi como las caracteristicas
microbioldgicas y moleculares de los aislados de E. coli y la asociacion de los patrones

geneticos con los cuadros de sepsis.

4.1.Caracteristicas globales de los pacientes ingresados en un

hospital terciario con bacteriemia por E. coli

4.1.1.Demografia

De los 120 pacientes incluidos en el estudio, el 49,6% (IC 95% 67,7-73,7) eran
varones. La edad media de la poblacién era de 70,7 afios, con una desviacion estandar

de 16,5 afios. El 68.9% de la poblacion tenia una edad superior a 65 afos de edad.

La distribucion etaria entre los sexos era la siguiente: los hombres tenian una
edad media de 69,3 afios, con unos rangos entre 33 y 96 afios de edad. Entre las mujeres
estos parametros eran: media 72, rangos 20 y 98 afios de edad. La distribucion por edad

y sexo se refleja en las siguientes graficas (Figura 16).
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Figura 16. Distribucién por edad y género de la poblacion
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El 65,8% de los pacientes estaba ingresado en un servicio médico, el 22,2% en
un servicio quirurgico y el 12% en una unidad de criticos en el momento de la
evaluacion de la bacteriemia. En las siguientes graficas se indican los servicios

concretos donde ingresaron.

M Digestivo

B Geriatria

B Hematologia
B M Interna

B Oncologia

B Reumatologia
M Cardiologia

m C Paliativos

Dermatologia

Figura 17. Distribucion por Servicios en Area Médica

® Urologia
M Cirugia Cardiaca
m Cirugia General

B Traumatologia

Figura 18. Distribucion por Servicios en Area Quirurgica

m U Intensivos

B U Sangrantes

W Reanimacion
postquirrugica

Figura 19. Distribucion por Servicios en Areas de Criticos
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4.1.2.Comorbilidades

La comorbilidad de la poblacion incluida en el estudio fué considerable,

asociada probablemente a esa edad media elevada.

La poblacion incluida en el estudio tenia un indice de Charlson medio de 3 con
una desviacion estandar de 2,2. El 54,2% de la poblacion tenia mas de 2 puntos en dicha

escala.

Podemos ver los distintos antecedentes de los pacientes en la siguiente grafica:

Neoplasia solida metastasica
Diabetes sin complicaciones
Enfermedad Cerebrovascular
Enfermedad Pulmonar Crénica
Insuficiencia Cardiaca
Enfermedad del Tejido Conectivo
Infarto agudo de Miocardio
Enfermedad renal moderada o grave
Demencia

Linfoma

Leucemia

Hepatopatia leve

Enfermedad vascular periférica
Hepatopatia moderada o grave
Cualquier tumor

Diabetes con dano orgdnico
Enfermedad ulcerosa

SIDA

Hemiplejia

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Figura 20. Comorbilidad de la poblacion

El 28,3 % de los pacientes tenia algin tipo de condicién inmunosupresora, ya
fuera primaria, secundaria o farmacologica. Se incluyeron 2 (1,7%) pacientes con
infeccion cronica por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Siete (5,8%)
pacientes recibian tratamiento quimioterapico por enfermedad neoplédsica sélida o
hematologica. Ademds hubo 11 pacientes en tratamiento corticoideo, 1 (0,8%) en

tratamiento con fAirmacos biologicos y 7 (5,8%) con otros farmacos inmunosupresores
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4.1.3.0rigen y foco de la bacteriemia

Se evalud si el origen de la bacteriemia era nosocomial, comunitario o
relacionado con los cuidados sanitarios, asi observamos que en el caso de 53 pacientes
el origen de la infeccidon era comunitario, en otros 53 era adquirido en el hospital y en

los 14 casos restantes provenia de otros cuidados sanitarios no hospitalarios (Figura 21).

B Nosocomial M Comunitario M Relacionado con los cuidados sanitarios

53 53

Figura 21. Origen de la bacteriemia en la poblacion de estudio

El tiempo medio entre el ingreso hospitalario y la bacteriemia fue de 9,2 dias,
con una desviacion estandar de 15,1 dias. Hay que diferenciar entre los pacientes cuyo
motivo de ingreso fue este evento, con lo que el tiempo desde ingreso a bacteriemia es
cero, frente a aquellos casos nosocomiales, en los que el ingreso se debid a otro motivo
distinto de la bacteriemia estudiada. Asi el tiempo medio entre el ingreso y la

bacteriemia en los casos nosocomiales fue de 20 dias (rango 0-74 dias).

Respecto a la fuente de la bacteriemia 40 (33,3%) casos eran de origen urinario,
57 (47,5%) de origen abdominal, 4 (3,3%) asociados a catéter y los 17 (14,2%) restantes

de otros origenes o desconocido (Figura 22)

B Abdominal M Urinario M Cateter Otros o desconocido

57

17

Figura 22. Fuente de la Bacteriemia en la poblacién estudiada
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4.1.4.Repercusion del episodio de bacteriemia

Se evaluaron los datos correspondientes a tension arterial, frecuencia cardiaca,
frecuencia respiratoria, estatus mental, temperatura, necesidad de drogas vasoactivas,
para poder clasificar el episodio de bacteriemia como causante de sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica (SRIS) leve, grave o shock séptico, o no causante del mismo. Asi
encontramos que el 42% de los pacientes no tenian criterios de SRIS, el 20,16% tenian
criterios de sepsis leve, el 28,57% tenian criterios de sepsis grave, y el 9,24% de shock

séptico (Figura 23).

B No sepsis M Sepsis Leve M Sepsis Grave Shock Séptico

50

11

Figura 23. Evolucion del episodio de bacteriemia en toda la poblacion: grados de SRIS

El andlisis del indice de Pitt como marcador de gravedad y pronostico en
bacteriemias, mostro los siguientes datos: la media global fue de 1,11 (SD 1,6). Si
consideramos los distintos grupos de respuesta inflamatoria ante la infeccion,
encontramos unas medias de 0,93 (SD 1,7) en el grupo de no respuesta inflamatoria, 0,5
(SD 0,58) en el grupo de sepsis leve, 1 (SD 0,9) en el grupo de sepsis grave, y de 4,1
(SD 2,02) en el de shock séptico (Figura 24). Si dicotomizamos la variable por encima y
debajo de 1, encontramos que el 18,2% de los pacientes sin SIRS tenian un indice de
Pitt superior a 1, el 4,2% de los del grupo de sepsis leve, el 27,3% de los del grupo de
Sepsis grave, y el 100% de los del grupo de Shock séptico. Diferencias en ambos casos

estadisticamente sgnificativas (p<0.0001).
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4,1

"

Shock Septico  Sepsis grave Sepsis leve No SIRS

Figura 24. indice de Pitt (media y SD) en funcion de la respuesta inflamatoria a la bactereimia

4.1.5.Tratamiento

El 91,7 % de los pacientes recibi¢ tratamiento antibidtico, diez pacientes no
recibieron ningin tratamiento antimicrobiano por decision del equipo médico
responsable, en el contexto de limitacion del esfuerzo terapautico. Entre los pacientes en
los que se administrd, el tratamiento empirico fue adecuado al aislamiento

microbioldgico posterior en el 99,1% (111 pacientes).

Los principios activos utilizados fueron los que se desglosan en la Tabla 6, si los
agrupamos por familias farmacologicas encontramos que: el 44,14% de los
profesionales que atendieron a estos pacientes antes de conocer el aislamiento
microbioldgico eligieron un betalactdmico asociado a un inhibidor de betalactamasas
(amoxicilina/clavulanico o piperacilina/tazobactam), el 33,3% eligieron un carbapenem,
el 12,6% una cefalosporina de tercera generacion o superior, el 7,2% una quinolona, el
1,8% un aminoglucdsido, y tan solo un profesional (0,9%) eligi6 una polimixina

(colistimetato de sodio) como tratamiento empirico.
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Tabla 6. Antimicrobianos utilizados empiricamente

L. . L Nimero de .
Principio Activo Cdédigo ATC . % de pacientes
pacientes

Amoxicilina/Clavulanico JO1CRO2 12 10,8
Piperacilina/Tazobactam JO1CRO5 37 33,3
Cefuroxima J01DC02 1 0,9
Cefotaxima JO1DDO1 1 0,9
Ceftriaxona J01DD04 10 9,0
Cefepima JO1DEO1 2 1,8
Meropenem JO1DHO02 33 29,7
Ertapenem JO1DHO3 3 2,7
Imipenem/Cilastatina JO1DH51 1 0,9
Tobramicina JO1GBO1 1 0,9
Amikacina JO1GBO06 1 0,9
Ciprofloxacina JO1MAO02 1 0,9
Levofloxacino JO1MA12 7 6,3
Colistimetato de Sodio JO1XB0O1 1 0,9

El momento del inicio del tratamiento antimicrobiano empirico respecto al
momento de la bacteriemia fue inferior a 12 horas en el 82% de la poblacion. En el
36,3% de los casos el tratamiento empirico se inicio de forma inmediata, y hasta el
51,3% de los pacientes estaban tratados en la primera hora de ocurrida la bacteriemia.
La media de tiempo hasta el inicio de tratamiento antimicrobiano empirico fue de 7,07
horas (SD 12,59). La curva del momento de inicio del tratamiento empirico se puede

apreciar en la siguiente grafica (Figura 25).
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Figura 25. Horas desde la bacteriemia al inicio de tratamiento empirico
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4.1.6.Evolucion

El 73,1% de los pacientes fue dado de alta hospitalaria, y 32 (26,8%) pacientes
fallecieron durante el ingreso. Tan solo un paciente de los 33 fallecidos totales lo hizo
tras el alta hospitalaria, a los 28 dias de la misma. El analisis pormenorizado de los

pacientes fallecidos se expone mas adelante en el epigrafe 4.8 de resultados.

La estancia hospitalaria tras el episodio de bacteriemia fue de 25,6 dias de

media, con una desviacion estandar de 27 dias.

De los 87 pacientes dados de alta hospitalaria, 8 (9,2%) tuvieron una recaida
clinica de la infeccion por E. coli. Veintitrés pacientes (26,4%) reingresaron, 14 de ellos
en el primer mes tras el alta hospitalaria, y los 9 restantes en el primer trimestre. De
estos reingresos 3 se consideraron relacionados con el episodio de bacteriemia por E.

coli, 3 posiblemente relacionados y el resto no relacionados.

4.2.Caracteristicas de los pacientes sin datos de SRIS secundarios a

bacteriemia por E. coli.

4.2.1.Demografia

De los 50 pacientes sin criterios de SRIS, el 44% (IC 95% 68,9-77,9) eran
varones. La edad media de esta poblacion era de 73,4 (SD 15,8 anos). El 74% de la

poblacion tenia una edad superior a 65 afos de edad.

La distribucion etaria entre los sexos era la siguiente: los hombres tenian una
edad media de 68 afios, con unos rangos entre 33 y 96 afios de edad. Entre las mujeres
estos parametros eran: media 77,2, rangos 46 y 93 afos de edad. La distribucion por

edad y sexo se refleja en la siguiente grafica (Figura 26).
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Figura 26. Distribucion por edad y género de pacientes sin criterios de SIRS.
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El 75,5% (37) de los pacientes estaba ingresado en un servicio médico, el 12,2%
(6) en un servicio quirurgico y el 12,2% restante en una unidad de criticos en el

momento de la evaluacion de la bacteriemia.

4.2.2.Comorbilidades

El subgrupo de pacientes sin datos de SIRS tenia un indice de Charlson medio
de 2,73 (SD 2,3). El 43,1% de la poblacion tenia mas de 2 puntos en dicha escala.
Nueve pacientes tenian Diabetes Mellitus (17,6% del grupo), 17 algun tipo de Neoplasia
solida (33%) y 9 neoplasia hematologica (17,6%).

El 35,3 % (24) de los pacientes sin datos de SIRS tenia algun tipo de condicion
inmunosupresora, ya fuera primaria, secundaria o farmacoldgica. Se incluyeron 1 (2%)
paciente con infeccién cronica por VIH, 7 (13,7%) pacientes recibian tratmiento
quimioterapico por enfermedad neoplésica solida o hematologica. Ademas existian 8
(15,7%) pacientes en tratamiento corticoideo, 1 (2%) en tratamiento con firmacos

bioldgicos y 7 (13,7%) con otros farmacos inmunosupresores

4.2.3.0rigen y foco de la bacteriemia

Se evalu6 si el origen de la bacteriemia era nosocomial, comunitario o
relacionado con los cuidados sanitarios, asi observamos que en el caso de 27 pacientes
(52,9%) el origen de la infeccion era comunitario, en 20 (39,2%) era adquirido en el
hospital y en los 4 casos restantes (7,8%) provenia de otros cuidados sanitarios no
hospitalarios.

El tiempo medio entre el ingreso hospitalario y la bacteriemia en el caso de las

infecciones nosocomiales fue de 7,1 dias (SD 10,8 dias).

Respecto a la fuente de la bacteriemia 18 (35,3%) casos eran de origen urinario,
24 (47,1%) de origen abdominal, 1 (2%) asociados a catéter y los 7 (13,7%) restantes de

otros origenes o desconocido.
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4.2.4. Tratamiento

El 94 % (46) de los pacientes recibid tratamiento antibidtico, 5 pacientes no
recibieron ningin tratamiento antimicrobiano por decision facultativa. Todos los
pacientes tratados recibieron un tratamiento empirico adecuado al aislamiento

microbiologico posterior.

Los principios activos utilizados, agrupados por familias farmacologicas, en este
grupo de pacientes fueron: betalactamicos asociados a inhibidores de betalactamasas
(amoxicilina/clavulénico o piperacilina/tazobactam) en el 44,6% (21) de los pacientes,
carbapenem en el 36,1% (17), cefalosporina de tercera generacién o superior en el

10,6% (5), el 6,4% (3) una quinolona y el 2,1% (1 paciente) un aminoglucésido.

El momento del inicio del tratamiento antimicrobiano empirico respecto al
momento de la bacteriemia fue inferior a 12 horas en el 78,7% de grupo. En el 40% de
los casos el tratamiento empirico se inicio de forma inmediata, y hasta el 51,1% de los
pacientes estaban tratados en la primera hora de ocurrida la bacteriemia. La media de
tiempo hasta el inicio de tratamiento antimicrobiano empirico fue de 6,4 horas (SD

10,8).

4.2.5.Evolucion

El 70% de los pacientes de este grupo fue dado de alta hospitalaria, y 15 (30%)
pacientes fallecieron durante el ingreso. La estancia hospitalaria tras el episodio de

bacteriemia fue de 15 dias de media (DE 13,5).

De los 35 pacientes dados de alta hospitalaria de este subgrupo, 8 (7,8%)
tuvieron una recaida clinica de la infeccion por E. coli, sin diagndstico microbioldgico

en el Hospital La Paz en ninguno de los casos.

Ocho pacientes (15,7%) reingresaron, de estos reingresos 2 se consideraron
relacionados con el episodio de bacteriemia por E. coli, 2 posiblemente relacionados y

el resto no relacionados.
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4.3.Caracteristicas de los pacientes con Sepsis leve secundaria a

bacteriemia por E. coli

4.3.1.Demografia

De los 24 pacientes con sepsis leve, el 50% eran varones. La edad media de esta
poblacion era de 71 (SD 15,9 afios). El 78% de la poblacion tenia una edad superior a

65 anos de edad.

La distribucion etaria entre los sexos era la siguiente: los hombres tenian una
edad media de 70,5 (SD 10,51) afios, con unos rangos entre 48 y 84 afios de edad. Entre
las mujeres estos pardmetros eran: media 71 (SD 20), rangos 30 y 93 afios de edad. La

distribucion por edad y sexo se refleja en las siguientes graficas (Figura 27)
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Figura 27. Distribucién por edad y género de pacientes con SIRS leve.

El 65,2% (15) de los pacientes estaba ingresado en un servicio médico, el 30,4 %
(7) en un servicio quirurgico y solo 1 paciente (4,3%) en una unidad de criticos en el

momento de la evaluacion de la bacteriemia.

4.3.2.Comorbilidades

El subgrupo de pacientes con datos de sepsis leve tenia un indice de Charlson
medio de 3,58 (SD 2,1). El 70,8% de la poblacion tenia méas de 2 puntos en dicha
escala. Catorce pacientes tenian algun tipo de Neoplasia solida (58,3%), 3 Diabetes

Mellitus (12,5%) del grupo), y 1 neoplasia hematoldgica (4,3%).

74



Factores de Virulencia de E.coli Resultados

El 25% (6) de los pacientes con datos de sepsis leve tenia algun tipo de
condicion inmunosupresora, ya fuera primaria, secundaria o farmacologica. Se
incluyeron 1 (4,2%) paciente con infeccion crénica por VIH, 4 (16,7%) pacientes
recibian tratmiento quimioterapico por enfermedad neoplésica solida o hematologica.

Ademas existian 2 (8,3%) pacientes en tratamiento corticoideo.

4.3.3.0rigen y foco de la bacteriemia

Se evalud si el origen de la bacteriemia era nosocomial, comunitario o
relacionado con los cuidados sanitarios, asi observamos que en el caso de 12 pacientes
(50%) el origen de la infeccion era nosocomial, en 8 (33,3%) era comunitario y en los 4

casos restantes (16,7%) provenia de otros cuidados sanitarios no hospitalarios.

El tiempo medio entre el ingreso hospitalario y la bacteriemia en el caso de las

infecciones nosocomiales fue de 28 dias (SD 31,4 dias).

Respecto a la fuente de la bacteriemia 8 (33,3%) casos eran de origen urinario,
12 (50%) de origen abdominal y los 4 (16,7%) restantes de otros origenes o

desconocido.

4.3.4.Tratamiento

El 95,5 % (22) de los pacientes recibi6 tratamiento antibiotico, uno de ellos
inadecuado. Dos pacientes no recibieron ningin tratamiento antimicrobiano por

decision facultativa.

Los principios activos utilizados, agrupados por familias farmacolégicas, en este
grupo de pacientes fueron: betalactdmicos asociados a inhibidores de betalactamasas
(amoxicilina/clavuldnico o piperacilina/tazobactam) en el 27,7% (6) de los pacientes,
carbapenem en el 33,36% (8), cefalosporina de tercera generacién o superior en el

22,72% (5) y el 13,63% (3) una quinolona.

El momento del inicio del tratamiento antimicrobiano empirico respecto al
momento de la bacteriemia fue inferior a 12 horas en el 81,8% de grupo. En el 22,7% de
los casos el tratamiento empirico se inicio de forma inmediata, y hasta el 45,5% de los
pacientes estaban tratados en la primera hora de ocurrida la bacteriemia. La media de
tiempo hasta el inicio de tratamiento antimicrobiano empirico fue de 9,18 horas (SD

15).
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4.3.5.Evolucion

El 83,3% de los pacientes de este grupo fue dado de alta hospitalaria, y 4
(16,7%) pacientes fallecieron durante el ingreso. La estancia hospitalaria tras el episodio

de bacteriemia fue de 15,8 dias de media (SD 16,9, rango 1-73).

Cuatro pacientes (16,7%) reingresaron, de estos reingresos 1 se considerd
relacionado con el episodio de bacteriemia por E. coli y 3 no relacionados. No hubo

episodios de recaidas clinicas de la infeccion por E. coli.

4.4.Caracteristicas de los pacientes con Sepsis grave secundaria a

bacteriemia por E. coli

4.4.1.Demografia

De los 34 pacientes con sepsis grave, el 52,4% eran varones. La edad media de
esta poblacion era de 68,8 afos (SD 18,5). El 64,7% de la poblacion tenia una edad

superior a 65 afos de edad.

La distribucion etaria entre los sexos era la siguiente: los hombres tenian una
edad media de 73,2 (SD 12,1) afios, con unos rangos entre 55 y 95 anos de edad. Entre
las mujeres estos parametros eran: media 63,9 (SD 23,2), rangos 20 y 98 afios de edad.

La distribucién por edad y sexo se refleja en la siguiente grafica (Figura 28).
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Figura 28. Distribucion por edad y género de pacientes con SIRS grave

El1 61,7% (21) de los pacientes estaba ingresado en un servicio médico, el 23,5%
(8) en un servicio quirargico y 5 pacientes (14,7%) en una unidad de criticos en el

momento de la evaluacion de la bacteriemia
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4.4.2.Comorbilidades

El subgrupo de pacientes con datos de sepsis grave tenia un indice de Charlson
medio de 3,1 (SD 2,3). El 58,8% de la poblacion tenia mas de 2 puntos en dicha escala.
Doce pacientes tenian algun tipo de Neoplasia solida (35,3%), 11 Diabetes Mellitus
(32,4%), y 1 neoplasia hematologica (2,9%).

El 23,5% (8) de los pacientes con datos de sepsis grave tenia algin tipo de
condicién inmunosupresora, 7 (20,6%) pacientes recibian tratamiento quimioterapico
por enfermedad neoplésica sélida o hematoldgica, y un paciente estaba en tratamiento

corticoideo.

4.4.3.0rigen y foco de la bacteriemia

Se evalud si el origen de la bacteriemia era nosocomial, comunitario o
relacionado con los cuidados sanitarios, asi observamos que en el caso de 14 pacientes
(41,2%) el origen de la infeccion era nosocomial, en 16 (47,1%) era comunitario y en

los 4 casos restantes (11,8%) provenia de otros cuidados sanitarios no hospitalarios.

El tiempo medio entre el ingreso hospitalario y la bacteriemia en el caso de las

infecciones nosocomiales fue de 8,7 dias (SD 17,15 dias).

Respecto a la fuente de la bacteriemia 12 (35,3%) casos eran de origen urinario,
14 (41,2%) de origen abdominal, 2 (5,9%) asociado a cateter y los 6 (17,6%) restantes

de otros origenes o desconocido

4.4.4.Tratamiento

El 91,1 % (31) de los pacientes recibid tratamiento antibidtico adecuado al
aislamiento microbiolégico. Tres pacientes no recibieron ningin tratamiento

antimicrobiano por decision facultativa.

Los principios activos utilizados, agrupados por familias farmacologicas, en este
grupo de pacientes fueron: betalactamicos asociados a inhibidores de betalactamasas
(amoxicilina/clavulénico o piperacilina/tazobactam) en el 61,2% (19) de los pacientes,
carbapenem en el 12,9% (4), cefalosporina de tercera generacion o superior en el 12,9%
(4), quinolonas en el 6,4% (2) y colistimetato de sodio y animoglucosido en un paciente

cada uno.
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El momento del inicio del tratamiento antimicrobiano empirico respecto al
momento de la bacteriemia fue inferior a 12 horas en el 87,9% de grupo. En el 36,4% de
los casos el tratamiento empirico se inicio de forma inmediata, y hasta el 51,5% de los
pacientes estaban tratados en la primera hora de ocurrida la bacteriemia. La media de

tiempo hasta el inicio de tratamiento antimicrobiano empirico fue de 7 horas (SD 14,1).

4.4.5.Evolucion

El 70,5% de los pacientes de este grupo fue dado de alta hospitalaria, y 10
(29,4%) pacientes fallecieron durante el ingreso. La estancia hospitalaria tras el episodio

de bacteriemia fue de 13,8 dias de media (SD 13,5).

Ocho pacientes (33,3%) reingresaron, de estos ninguno se conisdero relacionado

con la bacteriemia. Hubo 1 episodio de recaid clinicas de la infeccion por E. coli.

4.5. Caracteristicas de los pacientes con Shock séptico secundario a

bacteriemia por E. coli

4.5.1.Demografia

De los 11 pacientes con criterios de Shock Septico el 63,9% eran varones. La
edad media de esta poblacion era de 64 (SD 14). El 54,4% de la poblacion tenia una

edad superior a 65 afios de edad.

La distribucion etaria entre los sexos era la siguiente: los hombres tenian una
edad media de 61,2 (SD 13,6) afios, con unos rangos entre 42 y 77 anos de edad. Entre
las mujeres estos parametros eran: media 69 (SD 15,1), rangos 50 y 87 afios de edad. La

distribucion por edad y sexo se refleja en la siguiente grafica (Figura 29).
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Figura 29. Distribucién por edad y género de pacientes con Shock Séptico
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4.5.2.Comorbilidades
El subgrupo de pacientes con datos de sepsis leve tenia un indice de Charlson
medio de 2,7 (SD 1,4). El 54,5% de la poblacion tenia mas de 2 puntos en dicha escala.
Cinco pacientes tenian algin tipo de Neoplasia solida, 1 Diabetes Mellitus y otro
neoplasia hematoldgica. Dos pacientes tenian tratamiento quimioterapico por

enfermedad neoplasica solida o hematoldgica.

4.5.3.0rigen y foco de la bacteriemia

En la evaluacion del origen de la bacteriemia observamos que en el caso de 7
pacientes el origen de la infeccion era nosocomial, en 2 era comunitario y en los 2 casos

restantes provenia de otros cuidados sanitarios no hospitalarios.

El tiempo medio entre el ingreso hospitalario y la bacteriemia en el caso de las

infecciones nosocomiales fue de 12 dias (SD 14,9 dias).

Respecto a la fuente de la bacteriemia 2 casos eran de origen urinario, 7 de

origen abdominal y los 2 restantes de otros origenes o desconocido.

4.5.4.Tratamiento

Todos los pacientes recibieron tratamiento antibidtico adecuado. Ocho pacientes

recibieron Meropenem y 3 Piperacilina/tazobactam.

El momento del inicio del tratamiento antimicrobiano empirico respecto al
momento de la bacteriemia fue inferior a 12 horas en el 81,8% de grupo. Cinco
pacientes recibieron tratamiento inmediato y 2 en la primera hora. La media de tiempo

hasta el inicio de tratamiento antimicrobiano empirico fue de 5,7 horas (SD 10,4).

4.5.5.Evolucion

Cuatro de los 11 pacientes con Shock Séptico fallecieron. Tras el alta
hospitalaria 2 pacientes reingresaron por motivos no relacionados con la bacteriemia,

otro paciente reingreso por motivo posiblemente relacionado con la misma.

La estancia hospitalaria tras el episodio de bacteriemia fue de 21,3 dias de media

(SD 18,6).
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4.6.Resumen de las caracteristicas de los grupos en funcion de la
respuesta inflamatoria a la bacteriemia: no SIRS, sepsis leve,

sepsis grave y shock séptico

4.6.1.Demografia

La edad media de la poblacion era de 70,7 anos. Los pacientes del grupo de
shock séptico eran mas jovenes, con una edad media de 64 (SD 14) que los pacientes
incluidos en el resto de grupos de respuesta inflamatoria a la bacteriemia, pero estas

diferencias no fueron estadisticamente significativas.

Respecto a la distribucion por sexos en los distintos grupos de respuesta ante la
sepsis, existe un ligero predominio de varones conforme aumenta la gravedad de la
respuesta inflamatoria frente a la bacteriemia como se muestra en la Tabla 8§, aunque

esta tendencia no fue estadisticamente significativa.

En referencia al servicio de ingreso, se aprecia una tendencia a mayor numero de
pacientes leves con ingresos en servicios médicos frente a mayor numero de pacientes
graves en servicios quirargicos. Por las propias caracteristicas de las unidades de
pacientes criticos, hubo mayor proporcion de pacientes con episodios graves en estas
unidades, como se aprecia en la Tabla 7. Ninguna de estas diferencias resulto

estadisticamente significativa.

Tabla 7. Caracteristicas demograficas en funcién de respuesta inflamatoria

No SIRS Sepsis Leve Sepsis Grave Shock Séptico
n=50 n=24 n=34 n=11
Sexo varon, % 44 50 52.9 63,9
Edad, media (SD) 73,4 (15,8) 71 (15,9) 68,85(18,5) 64,09 (14)
Edad >65 anos, % 74 70,8 64,7 54,4
Servicio de Ingreso
Médico, n (%) 37(75,5) 15 (65,2) 21(61,7) 4 (36,3)
Quirurgico, n (%) 6(12,2) 7 (30,4) 8(23,5) 5(45,4)
U. Criticos, n (%) 6(12,2) 1(4,3) 5(14,7) 2 (18,1)

Sin diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
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4.6.2.Comorbilidades

Como se puede apreciar en la Tabla 8 no existian diferencias en las patologias
asociadas previas a la aparicion de la bacteriemia en ninguno de los grupos, que

pudieran determinar una distinta respuesta a la sepsis.

La unica diferencia estadisticamente significativa es la mayor presencia de otros
farmacos inmunosupresores distintos de corticoides en pacientes sin datos de respuesta
inflamatoria sistémica en respuesta a la bacteriemia. En el grupo de pacientes sin SRIS
hubo siete (13.7%) de ellos que estaban en tratamiento con inmunosupresores distintos
de corticoides (metotrexate, azatioprina, ciclofosfamida), mientras que en el resto de

grupos no habia ningtn paciente tratado con estos fairmacos (p=0.018).

Respecto al pronostico vital previsible independiente del episodio de bacteriemia
investigado, medido por el indice McCabe-Jackson, tampoco se encontraron diferencias

estadisticamente significativas entre los grupos.

Tabla 8. Comorbilidades en funcién de respuesta inflamatoria

No SIRS Sepsis Leve Sepsis Grave Shock Séptico
n=50 n=24 n=34 n=11
indice de Charlson, media (SD) 2,73 (2,3) 3,58 (2,1) 3,15 (2,3) 2,7 (1,4)
indice de Charlson >2,% 43,1 70,8 58,8 54,5
Diabetes mellitus, n (%) 9(17,6%) 3(12,5%) 11 (32,4%) 1(9,1%)
Cancer n (%) 17 (33,3%) 14 (58,3%) 12 (35,3%) 5 (45,5%
Neo Hematolégica n (%) 9 (17,64%) 1(4,2%) 1(2,9%) 1(9,1%)
Inmunodepresion global, n (%) 24 (35,3%) 6 (25%) 8(23,5%) 2 (18,18%)
VIH, n (% 1(2%) 1 (4,2%) 0 0
Corticoides, n (% 8 (15,7%) 2 (8,3%) 1(2,9%) 0
Otros farmacos IS, n (% 7 (13,7%)* 0 0 0
Bioldgicos, n (% 1(2%) 0 0 0
Quimioterapia, n (% 7 (13,7%) 4 (16,7%) 7 (20,6%) 2 (18,2%)
indice Mc Cabe Jackson
No fatal, n (% 21 (42%) 8 (33,3%) 15 (44,1%) 3(27,3%)
Posiblemente fatal, n (% 22 (44%) 9 (37,5%) 16 (47,1%) 6 (54,5%)
Rapidamente fatal, n (% 7 (14%) 7(29,2%) 3 (8,8%) 2 (18,2%)

* p=0,018; resto de comparaciones sin diferencias significativas entre los grupos.
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4.6.3.0rigen y foco de la bacteriemia

No se aprecid ninguna diferencia en el origen nosocomial, comunitario o
asociado a los cuidados sanitarios entre los distintos grupos de respuesta inflamatoria a
la bacteriemia.Tampoco se evidenciaron diferencias en la fuente clinica de la

bacteriemia (Tabla 9).

Tabla 9. Origen y foco de la bacteriemia en funcion de la respuesta inflamatoria

No SIRS Sepsis leve Sepsis grave Shock séptico
50 24 34 11
Origen de bacteriemia
Nosocomial 20 (39,2%) 12 (50%) 14 (41,2%) 7 (63,6%)
Comunitaria 27 (52,9%) 8(33,3%) 16 (47,1%) 2 (18,2 %)
Rel cuidados sanitarios 4(7,8%) 4 (16,7%) 4 (11,8%) 2 (18,2%)
Fuente de la bacteriemia
Urinaria 18 (35,3%) 8(33,3%) 12 (35,3%) 2 (18,2%)
Abdominal 24 (47,1%) 12 (50%) 14 (41,2%) 7 (63,6%)
Catéter 1(2%) 0 2 (5,9%) 1(9,1%)
Otros o desconocido 7 (13,7%) 4 (16,7%) 6 (17,6%) 1(9,1%)

Sin diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

4.6.4.Evolucion y Tratamiento

Como era de esperar, el indice de Pitt fue significativamente més alto en los
paciente con shock séptico que en el resto de grupos de forma significativa, con una
correlacion lineal significativa entre ellos, tanto en forma de variable continua como

categorizada por encima o debajo de 2, como se aprecia en la Tabla 11.

Respecto al andlisis de los pacientes tratados, hay que sefialar que por decision
de los facultativos responsables, algunos pacientes no recibierosn tratamiento
antimicrobiano alguno, ni empirico ni dirigido. Estos casos se eliminaron del analisis
referente a la adecuacion del tratamietno ya que no lo recibieron. Estos pacientes se
distribuyen como sigue: 5 sin criterios de SRIS, 2 con sepsis leve, 3 con sepsis grave y

ninguno en el grupo de shock séptico.

En el resto de casos en que se si se instaurd tratamiento antibiotico empirico, 110
pacientes; excepto en un paciente con sepsis leve, este fue adecuado (109 pacientes, el
99% de todos los tratados) al resultado del antibiograma de la cepa en cuestion y en la

forma y dosis administradas.
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El momento de inicio del tratamiento de la bacteriemia no fue estadisticamente

distinto entre los grupos estudiados como se aprecia en laTabla 10.

Tabla 10. Datos relativos al episodio de bacteriemia en funcion de la respuesta inflamatoria

No sepsis Sepsis leve Sepsis grave Shock séptico p

50 24 34 11
indice de Pitt, media (SD) 0,93 (1,7) 0,5 (0,58) 1(0,9) 4,11 (2,02) <0.0001
indice de Pitt >1, n (%) 8(18,2) 1(4,2) 9(27,3) 9 (100) <0.0001
Tratamiento adecuado, n (%) 46 (100) 21(95,5) 31 (100) 11 (100) NS
Horas desde Bacteriemia
hasta inicio de tratamiento, 6,44 (10,88) 9,18 (15) 7,03 (14) 5,7 (10,47) NS

media (SD)

En la Tabla 11 se puede apreciar los distintos principios activos usados en el
tratamiento de los pacientes en funcion de los distintos grupos de respuesta a la

bacteriemia.

Tabla 11. Principios activos usados en el tratamiento de todos los pacientes en funcién de respuesta
inflamatoria

No SRIS Sepsis leve Sepsis grave Shock séptico

n=46 n=22 n=31 n=11
Amoxicilina/clavulanico o

21 (44.6) 6(27,7) 19 (61.3) 3(27.3)
piperacilina/tazobactam, n (%)
Carbapenem, n (%) 17 (36,2) 8(33,4) 4(12.9) 8(72.7)
Cefalosporina > 32 Gen, n (%) 5(10,6) 5(22,7) 4(12.9) 0
Quinolona, n (%) 3(6,4) 3(13,6) 2(6.4) 0
Aminoglucésido, n (%) 1(2,1) 0 1(3,2) 0
Colistimetato sddico, n (%) 0 0 1(3,2) 0

Sin diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

La mortalidad en los distintos grupos de respuesta a la bacteriemia fue como
sigue: 15 fallecidos no tenian criterios de sepsis, 4 tenian criterios de sepsis leve, 10 de
Sepsis grave y 4 de Shock séptico, representando el 32,6%, 18,18%, 32,25% y 36,36%

respectivamente de sus poblaciones, segiin se muestra en el Figura 30.
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Figura 30. Mortalidad segUin respuesta inflamatoria (nmero y porcentaje)
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Tabla 12. Caracteristicas clinicas globales

Todos No SIRS Sepsis Leve Sepsis Grave Shock Séptico p
119 50 24 34 11
Sexo varon, % 49,6 44 50 52.9 63,9 NS
Edad media (SD) 70,7 (16,5) 73,4 (15,8) 71,0 (15,9) 68,8(18,5) 64,1 (14,) NS
Edad >65 afos,% 68,9 74 70,8 64,7 54,4 NS
indice de Charlson, media (SD) 3(2,2) 2,73 (2,3) 3,58 (2,1) 3,15(2,3) 2,7 (1,4) NS
indice de Charlson >2, % 54,2 43,1 70, 8 58,8 54,5 NS
Diabetes mellitus, n (%) 24 (20) 9(17,6) 3(12,5) 11(32,4) 1(9,1) NS
Cancer, n (%) 48 (40) 17 (33,3) 14 (58,3) 12 (35,3) 5 (45,5 NS
Neo Hematoldgica, n (%) 12 (10) 9(17,64) 1(4,2) 1(2,9) 1(91) NS
Inmunodepresion global, n (%) 34 (28,3) 24 (35,3) 6(25) 8(23,5) 2 (18,18) NS
VIH, n (%) 2(1,7) 1(2) 1(4,2) 0 0 NS
Corticoides, n (%) 11(9,2) 8(15,7) 2(8,3) 1(2,9) 0 NS
Otros farmacos IS, n (%) 7(5,8) 7 (13,7) 0 0 0 0.018
Biologicos, n (%) 1(0,8) 1(2) 0 0 0 NS
Quimioterapia, n (%) 7(5,8) 7(13,7) 4(16,7) 7(20,6) 2(18,2) NS
Servicio de Ingreso NS
Médico, n (%) 77 (65,8) 37(75,5) 15 (65,2) 21(61,7) 4(36,3) NS
Quirdrgico, n (%) 26(22,2) 6(12,2) 7(30,4) 8(23,5) 5(45,4) NS
Unidades de Criticos, n (%) 14 (12) 6(12,2,)) 1(4,3) 5(14,7) 2(18,1) NS
Exitus global, n (%) 33(27.7) 15 (32.6) 4(18.1) 10 (32.2) 4(36.3) NS
Mc Cabe Jackson:
No fatal, n (%) 47 (39,5) 21(42) 8(33,3) 15 (44,1) 3(27,3) NS
Posiblemente fatal, n (%) 53 (44,5) 22 (44) 9(37,5) 16 (47,1) 654,5) NS
Rapidamente fatal, n (%) 19 (16) 7(14) 7(29,2) 3(8,8) 2(18,2) NS
Estancia Hospitalaria, media (SD) 25,6 (27) 20,18 (16,7) 28 (31,4) 27,1(34,6) 39 (32,8) NS
Dias estancia hasta la bacteriemia, 9,2 (15,1) 7,18 (10,8) 12,9(19,2) 8,7 (17,1) 12 (14,9) NS
media (SD)
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Tabla 13. Caracteristicas globales de la bacteriemia

Todos No sepsis Sepsis leve Sepsis grave shock séptico p

119 50 24 34 11

indice de Pitt >1, n (%) 27(24,5) 8(18,2) 1(4,2) 9(27,3) 9 (100) <0.0001

Comunitaria, n (%) 53 (44,2) 27 (52,9) 8 (33,3) 16 (47,1) 2(18,2) NS

Fuente de la bacteriemia

Urinaria, n (%) 40 (33,3) 18 (35,3) 8 (33,3) 12 (35,3) 2(18,2) NS

Catéter, n (%) 4(3,3) 1(2) 0 2(5,9) 1(9,1) NS

Tratamiento adecuado, n (%) 111 (99,1) 47 (100) 21(95,5) 32 (100) 11 (100) NS
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4.7.Resumen de las caracteristicas de los grupos en funcion de la
respuesta inflamatoria a la bacteriemia: casos leves vs casos

graves.

Ante el escaso nimero de pacientes con shock séptico en la serie y para poder
evaluar algin tipo de asociacidon entre los factores microbiologicos estudiados y la
respuesta a la sepsis del huésped, decidimos dicotomizar la respuesta a la sepsis entre
leve -categoria que incluyd pacientes sin datos de sepsis o con sepsis leve- y grave
-categoria que incluyd pacientes con datos de sepsis grave y shock séptico- segun las
definiciones previas, como se ha comentado previamente en la metodologia del

estudio.

De este modo, los pacientes quedaron distribuidos como sigue: 74 casos leves

y 45 casos graves.

Describiré a continuacion las principales caracteristicas de estos dos grupos,
dado que van a ser la variable principal en la busqueda de determinantes

microbiologicos de gravedad y/o prondstico.

4.7.1.Demografia y comorbilidades

Tal y como se muestra en la Tabla 14 los casos leves y graves no diferian
estadisticamente en las caracteristicas demograficas, de comorbilidad, ni en el grado

de inmunosupresion.

La distribucion por sexos de ambos grupos fue similar, con un discreto
predominio de varones en los casos graves (55.6%) frente a los casos leves (45,6%),

diferencia no estadisticamente significativa.

La edad media del grupo de casos leves fue mayor que la de los casos graves

(72.6 afos vs 67.6), pero esta diferencia no fue estadisticamente significativa.

Respecto a la comorbilidad de ambas poblaciones podemos decir que fue muy
similar tanto medida a través del indice de Charlson, como si consideramos patologias
concretas que pueden influenciar en la morbimortalidad de la sepsis, como pueden ser

la diabetes mellitus y la presencia de neoplasia sélidas o hematologicas.

Aunque no se encontraron diferencias en el grado de inmunosupresion global
de forma estadisticamente significativa (41,8% de los casos leves vs 22,2% de los

casos graves, p=0.299), cuando se analizaron las distintas causas de inmunosupresion,
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se encontrd un uso significativamente mayor de corticoides (13.3% vs 2.2%, p=0.051)
y de otros farmacos inmunosupresores (9.3% vs 0, p=0.044) entre los casos leves,

comparados con los casos graves.

Respecto al servicio de ingreso, aunque hubo un mayor numero de pacientes
leves ingresados en servicios médicos, estas diferencias no fueron estadisticamente

significativas.

El pronostico vital previo al episodio de bacteriemia fue similar en ambos
grupos con aproximadamente el 40% (39,2% en casos leves y 40% en casos graves) de
los casos con prondstico no fatal, otro 40% (41,9% y 48%) rapidamente fatal, y en

torno al 20% (18,9% y 11,1%) inmediatamente fatal.

El namero de fallecidos en el grupo de casos leves fue de 23 (que representa el
30,7% del total de casos leves), y de 16 (35,6%) en el grupo de casos graves,

diferencias no significativas.

Tabla 14. Caracteristicas epidemioldgicas de los casos leves y graves

Casos Leves Casos Graves P
n=74 n=45
Sexo varon % 45,6 55,6 NS
Edad, mediana (SD) 72,6 +15,7 67,69+ 17,5 NS
Edad >65 aios, % 73 62,2 NS
indice de Charlson, media (SD) 3(2,27) 3,04 (2,1) NS
indice de Charlson >2, n (%) 39 (52) 26 (57,2) NS
Diabetes mellitus, n (%) 12 (16) 12 (26,7) NS
Cancer, n (%) 31 (41,89) 17 (37,8) NS
Neo Hematoldgica, n (%) 10(13,3) 2 (4,44) NS
Inmunodepresion global, n (%) 31 (41,89) 10 (22,22) NS
VIH, n (%) 2(2,7) 0 NS
Corticoides, n (%) 10 (13,3) 1(2,2) 0.051
Otros farmacos, n (%) 7 (9,3) 0 0.044
Bioldgicos, n (%) 1(1,3) 0 NS
Quimioterapia, n (%) 11 (14,7) 9(20) NS
Servicio de Ingreso NS
Médico, n (%) 52 (70,27) 25 (55,5)
Quirurgico, n (%) 13 (17,56) 13 (28,88)
Unidades Criticos, n (%) 7 (9,45) 7 (15,55)
Exitus global, n (%) 23 (30,7) 16 (35,6) NS
McCabe Jackson NS
No fatal, n (%) 29 (39,2) 18 (40)
Rapidamente fatal, n (%) 31 (41,9) 22 (48,9)
Inmediatamente fatal, n (%) 14 (18,9) 5(11,1)
Estancia Hospitalaria, media (SD) 22,87 (22,69) 30,11 (34,25) NS
Dias estancia hasta la bacteriemia, media 9,06 (14,28) 9,59 (16,57) NS

(SD)
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4.7.2.Episodio de bacteriemia: Origen, foco, tratamiento y evolucion.

No se apreci6 ninguna diferencia en el origen nosocomial, comunitario o
asociado a los cuidados sanitarios entre los distintos grupos de respuesta inflamatoria a

la bacteriemia, ni en la fuente clinica de la bacteriemia como se ve en la Tabla 15.

Respecto a la repercusion sistémica de la bacteriemia por E. coli, medida por el
indice de Pitt, se evidenciaron las diferencias derivadas de la propia definicion de la
variable, dando validez interna a los datos recogidos. El indice de Pitt fue mayor tanto
en numero absoluto (1.66 vs 0.77, p=0.005) como el porcentaje de pacientes con un
indice de Pitt superior a uno (42.9% vs 13.2%, p=0.001) en los casos graves respecto a

los casos leves, siendo estas diferencias estadisticamente significativas.

Tabla 15. Caracteristicas de los episodios bacteriémicos en casos leves y graves

Casos Leves Casos Graves p
n=74 n=45
indice de Pitt 0,77 (1,4) 1,66 (1,7) 0.005
indice de Pitt >1, n (%) 9(13,2) 18 (42,9) 0.001
Origen de bacteriemia NS
Nosocomial, n (%) 32 (42,7) 21 (46,7)
Comunitaria, n (%) 35 (46,7) 18 (40)
Rel cuidados sanitarios, n (%) 8(10,7) 6(13,3)
Fuente de la bacteriemia NS
Urinaria, n (%) 26 (34,7) 14 (31,1)
Abdominal, n (%) 36 (48) 21 (46,7)
Catéter, n (%) 1(1,3) 3(6,7)
Otros, n (%) 11 (14,7) 6 (13,3)
Tratamiento adecuado, n (%) 68 (98,6) 43 (100) NS
Horas desde Bacteriemia hasta
7,31 (12,26) 6,7 (13,23) NS

inicio tto, media (SD)

El tratamiento antibiodtico instaurado fue adecuado en todos los casos en que
este se instaurd excepto en un paciente del grupo de casos leves. En 6 pacientes leves y
en dos graves el equipo clinico no instaurd ningln tratamiento antibiotico al paciente.
El tratamiento antibidtico se inicidé de forma mas precoz en los casos graves que en los

leves (7.31h vs 6.7h), sin que estas diferencias fueran significativas estadisticamente.

Los principios activos usados en el tratamiento de los pacientes fueron como se

refleja en la Tabla 16.
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Tabla 16. Tratamientos antibi6ticos instaurados, por grupos farmacoterapauticos, en casos leves y graves.

Casos Leves Casos Graves

n tratada=69 n tratada=42
Amoxicilina/clavulanico o 27 (39.1) 22 (52.4)
piperacilina/tazobactam, n (%)
Cefalosporina > 32 Gen, n (%) 10 (14.5) 4 (9.5)
Carbapenem, n (%) 25 (36.2) 12 (28.6)
Quinolona, n (%) 6 (8.7) 1(2.3)
Aminoglucésido, n (%) 1(1.4) 1(2.3)
Colistina, n (%) 0 1(2.3)

Sin diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

4.8. Analisis de la mortalidad

El 27,73% (33) de los pacientes incluidos en el estudio fallecieron durante el
periodo de seguimiento del mismo. El 66,7% de los fallecidos eran varones, y su edad

media fue 68 afios (SD 17 afios).

Se considerd que en el 63,6% (21 pacientes) de los pacientes fallecidos el
exitus no estaba relacionado con el episodio de bacteriemia por E. coli. En el caso de 7
(21,2%) pacientes se considerdé como la causa del fallecimiento, en 4 (12,1%) como

posible, y en un paciente (3%) como probable (Figura 31).

86
21
7
4 1
No fallecido Exitus Exitus Exitus Exitus no
relacionado Posiblemente  Probablemente relacionado
relacionado relacionado

Figura 31. Namero de fallecidos en funcidn de su relacion con el episodio de bacteriemia.

El 69,7% (23 pacientes) estaban ingresados en servicios médicos, el 12,7% (4)
en servicios quirtrgicos, y el 18,2% (4) en areas de criticos. Pormenorizando mas
estos datos encontramos que la mortalidad se concentra en 4 servicios

fundamentalmente: Medicina Interna (12,1%, 4 casos), Unidad de Cuidados Paliativos
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(15,2%, 5 casos), Hematologia (15,2%, 5 casos), y Cirugia General (12,1%, 4 casos).
De los 14 pacientes que ingresaron en Unidades de Criticos, 6 de ellos fallecieron, 3

en la Unidad de Cuidados Intensivos y otros 3 en la Unidad de Hemorragia digestiva.

La comorbilidad de los pacientes fallecidos fue elevada, con un indice de
Charlson medio de 4 (SD 1,9). El 75,8% de los fallecidos tenia un indice de Charlson
superior a 2 puntos. El indice de Charlson medio entre los supervivientes, asi como el
porcentaje que tenia un indice de Charlson superior a 2 puntos fue significativamente

menor que los de los fallecidos (Tabla 17).

En el 54,5% (18 pacientes) de los casos el origen de la bacteriemia por E. coli
era nosocomial, el 27,3% comunitaria, y los restantes 6 casos relacionados con la

asistencia sanitaria, sin que existieran diferencias con el origen de los supervivientes.

Respecto al foco de la bacteriemia, en el 45,5% de los casos era abdominal, el
21,1% urinario, y en los 11 casos restantes era desconocido. Se puso de manifiesto que
el foco urinario era significativamente mas frecuente entre los supervivientes que entre

los fallecidos (Tabla 18).

Podemos apreciar todos estos datos en comparacion con los correspondientes
de los pacientes no fallecidos en las tablas 17 y 18. Destaca la mayor comorbilidad de
los fallecidos respecto a los supervivientes, asi como la mayor presencia de cancer y
tratamientos inmunosupresores. Las diferencias en la escala de McCabe Jackson asi
como en el indice de Pitt confieren validez interna a los datos por la propia definicion

de ambas escalas.

La repercusion sistémica de la bacteriemia en estos pacientes fue: 45,5% (15)
no tenian criterios de sepsis, 30,3% (10) tenian criterios de sepsis grave, 12,1% (4) de
shock séptico, y los 4 pacientes restantes de sepsis leve. Podemos ver graficamente la
distribucion de la respuesta inflamatoria a la bacteriemia en la Figura 32, las

diferencias que se aprecian no fueron estadisticamente significativas.
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B No SIRS M Sepsis Leve M Sepsis Grave Shock Séptico

45,5%
40,7%

8,1%

Supervivientes Fallecidos

Figura 32. Distribucion de la respuesta inflamatoria a la bacteriemia en funcion de evolucion del episodio

El indice de Pitt medio era de 1,9 (SD 2,4). El 39,3% de los fallecidos tenia un
indice de Pitt por encima de 1. Este dato si resultod estadisticamente diferente respecto
a los pacientes no fallecidos, tanto en su valor medio como en el porcentaje de

pacientes con un indice de Pitt superior a 1, como se aprecia en la Tabla 18.

Tabla 17. Caracteristicas clinicas de fallecidos y supervivientes

Supervivientes Fallecidos p
n=86 n=33
Sexo varon, n (%) 37 (62.7) 22 (37.3) 0.025
Sexo mujer, (%) 49 (81.7) 11 (18.3) NS
Edad, mediana (SD) 71.78 (16.38) 68.03 (17.07) NS
Edad >65 afios, n (%) 64 (73.6) 18 (56.3) NS
indice de Charlson, media (SD) 2.62 (2.18) 4.06 (1.9) 0.001
indice de Charlson >2, n (%) 40 (46) 25 (75.8) 0.004
Diabetes mellitus, n (%) 16 (18.4) 8(24.2) NS
Cancer, n (%) 30(34.5) 18 (54,5) 0.060
Neo Hematoldgica, n (%) 7 (8) 5(15.2) NS
Inmunodepresion global, n (%) 19 (21.8) 15 (45.5) 0.013
VIH, n (%) 1(1.1) 1(3) NS
Corticoides, n (%) 8(9.25) 3(9.1) NS
Otros farmacos, n (%) 3(3.4) 4(12.1) 0.090
Bioldgicos, n (%) 1(1.1) 0 NS
Quimioterapia, n (%) 9(10.3) 11 (33.3) 0.005
Servicio de Ingreso NS
Médico, n (%) 54 (64.3) 23(69.7)
Quiruargico, n (%) 22 (26.2) 4(12.1)
Unidades Criticos, n (%) 8(9.5) 6 (18.2)
McCabe Jackson 0.001
No fatal, n (%) 42 (48.8) 5(15.2)
Rapidamente fatal, n (%) 35 (40.7) 18 (54.5)
Inmediatamente fatal, n (%) 9(10.5) 10 (30.3)
Estancia Hospitalaria, media (SD) 22.74 (26.56) 33.09 (29.64) NS
Dias estancia hasta la bacteriemia, media (SD) 8.09 (15.06) 12.5 (15.03) NS
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Tabla 18. Caracteristicas del episodio bacteriemico de supervivientes y fallecidos

Supervivientes Fallecidos P
n=86 n=33
indice de Pitt, media (SD) 0.84 (1.13) 1.9 (2.44) 0.02
indice de Pitt >1, n (%) 16 (19.5) 11(39.3) 0.044
Origen de bacteriemia NS
Nosocomial, n (%) 35 (40,2) 18 (54.4)
Comunitaria, n (%) 44 (50.6) 9 (27.3)
Rel cuidados sanitarios, n (%) 8(9.2) 6 (18.2)
Fuente de la bacteriemia 0.033
Urinaria, n (%) 33(37.9) 7 (21.2)
Abdominal, n (%) 42 (48.3) 15 (45.5)
Otros, n (%) 12 (13.8) 11 (33.3)
Tratamiento adecuado, n (%)* 81 (100) 30 (100) NS
Horas desde Bacteriemia hasta 8.09 (15.06) 12.51 (15.03) NS

inicio tto, media (SD)

De los 33 pacientes fallecidos, 3 no recibieron tratamiento antimicrobiano, en
el resto de los casos, el tratamiento antimicrobiano se administrd y fue adecuado a las
sensibilidades in vitro del aislamiento microbiolégico. Los antimicrobianos utilizados
fueron: carbapenemes en 15 pacientes, betalactdmicos asociados a inhibidores de
betalactamasas en 14 pacientes y colistimetato de sodio en 1 paciente. No hubo
diferencias significativas en cuanto a la adecuacién del tratamiento antibidtico, ni
mayor demora en su administracion entre los falllecidos y los supervivientes (Tabla

18).

Para la correcta evaluacion del pronodstico de la bacteriemia, hay que considerar
inicialmente el prondstico previo del paciente independiente del episodio de
bacteriemia. Para ello utilizamos la escala de Mc Cabe-Jackson, que clasifica a los
pacientes en funcién de su prondstico en no fatal, Gltimamente fatal y rapidamente
fatal. Asi encontramos de forma global que 47 pacientes (39,5%) tenian un pronostico

no fatal, 53 (44,5%) ultimamente fatal y 19 (16%) rapidamente fatal.

Si realizamos este mismo andlisis entre los fallecidos encontramos que de los
32, 5 (15,2%) tenian un Mc Cabe-Jackson no fatal, 18 (54,5%) ultimamente fatal, y 10
(30,3%) rapidamente fatal (Figura 33), que comparado con la distribucion de las
categorias de la escala de McCabe-Jackson resulto estaditicamente signiticativa la
diferencia con un predominio de la categoria no fatal entre los supervivientes en

comparacion con los no supervivientes (39,5% vs 15,2%, p 0.001) y un predominio de
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la categoria rapidamente fatal entre los no supervivientes comparados con Iso

supervivientes (30,3% vs 16%, 0.001).

B No fallecidos Fallecidos
54,5%
44,5%
39,5%
30,3%
15,2% 16%
No fatal Ultimamente fatal Rapidamente fatal

Figura 33. Distribucién de la escala de McCabe-Jackson de acuerdo a supervivencia.

4.9. Caracteristicas generales de los aislamientos de E. coli

En el estudio se recogieron 120 cepas distintas correspondientes a otros tantos
pacientes de muestras de hemocultivos de E. coli. Se llevo a cabo segiin descripcion
previa, el andlisis de sensibilidad a antimicrobianos y de biologia molecular que a

continuacion pasaré a detallar.

4.9.1.Estudio de sensibilidad in vitro a antibidticos y de presencia de

betalactamasas.

Se estudiaron la sensibilidad a antimicrobianos de todas las cepas de E. coli
aisladas e incluidas en el estudio segun estandares del laboratorio de microbiologia

detallados en apartado 3.5.10.

Los antimicrobianos mas activos fueron Imipenem (100% de cepas sensibles) y
Amikacina (98.3% de cepas sensibles), seguidos de Ceftazidina (96.6%), Cefotaxima
(95.8%), Cefepime (95.8%) y Piperacilina/Tazobactam (90.7%). Hasta un 87.3% de
las cepas mostraron sensibilidad a Amoxicilina /Clavuldnico. El 64% de las cepas era
resistente a Amoxicilina y/o Ampicilina, el 38% a Acido Nalidixico y el 27,1% a
Ciprofloxacino. Estas tasas de resistencia/sensibilidad a antimicrobianos no difirieron

entre los casos graves y leves de forma estadisticamente significativa. (Tabla 19).
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Tabla 19. Estudio de Sensibilidad a antimicrobianos de las cepas de E. coli aisladas en hemocultivos.

Total cepas Casos Leves Casos Graves

n=120 n=74 n=45
Amoxicilina /Ampicilina, n (%) 75 (64) 45 (60.8) 30 (69.8)
Amoxicilina/Clavulanico, n (%) 13 (12.7) 10 (13.5) 3(6.8)
Piperacilina/Tazobactam, n (%) 11 (9.3) 8(10.8) 3 (6.8)
Cefoxitina, n (%) 6 (5.1) 5(6.8) 1(2.3)
Cefuroxima, n (%) 12 (10.2) 9(12.2) 3 (6.8)
Cefotaxima, n (%) 5(4.2) 3(4.1) 2 (4.5)
Ceftazidima, n (%) 4(3.4) 2 (2.5) 2 (4.5)
Cefepime, n (%) 5(4.2) 3(4.1) 2 (4.5)
Imipenem, n (%) 0 0 0
Acido Nalidixico, n (%) 45 (38) 28 (37.8) 17 (38.6)
Ciprofloxacino, n (%) 32 (27.1) 20 (27) 12 (27.3)
Amikacina, n (%) 2(1.7) 2(2.7) 0
Produccién de BLEE, n (%) 6 (5.1) 3(4.1) 3(6.7)

Los datos estan expresados como numero de cepas (%) resistentes a cada antimicrobiano. Sin
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos

En la Tabla 20 se muestra la comparacion de la resistencia a antimicrobianos
en funcion del lugar de adquisicion de la infeccion. Aunque globalmente la infeccion
de origen nosocomial mostré una tendencia mayor a estar producida por cepas
resistentes a antimicrobianos, esta diferencia sélo fue significativa para el &cido
nalidixico, con un exceso de resistencia en el grupo de adquisicion nosocomial (57.8%
vs 28.9% en origen comunitario y 13.3% en origen relacionado con cuidados
sanitarios, p=0.02).

Tabla 20. NUmero de cepas resistentes a antimicrobianos en funcion de lugar de adquisicion de la infeccion.

Comunitario Relacionado con cuidados Nosocomial

n=53 n=14 n=53
Amoxicilina /Ampicilina, n (%) 28 (37.3) 9(12) 38 (50.7)
Amoxicilina/Clavulanico, n (%) 4(30.8) 0 9(69.2)
Piperacilina/Tazobactam, n (%) 5 (45.5) 0 6 (54.5)
Cefoxitina, n (%) 2 (33.3) 0 4 (66.6)
Cefuroxima, n (%) 2 (16.7) 1(8.3) 9 (75)
Cefotaxima, n (%) 1(20) 1(20) 3 (60)
Ceftazidima, n (%) 1(25) 0 3 (75)
Cefepime, n (%) 1(20) 1(20) 3 (60)
Imipenem, n (%) 0 0 0
Acido Nalidixico , n (%) * 13 (28.9) 6(13.3) 26 (57.8)
Ciprofloxacino, n (%) 10 (31.3) 5 (15.6) 17 (33.3)
Amikacina, n (%) 0 0 2 (100)
Produccién de BLEE, n (%) 1(16.7) 1(16.7) 4 (66.7)

* p 0.02 para Acido Nalidixico en origen nosocomial, respecto los otros grupos. No diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos para el resto de variables. Porcentajes relativos al total
de cepas resistentes a cada antimicrobiano.
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Tan solo 6 aislados (5.1%) mostraron produccion de betalactamasas de
espectro extendido (BLEE), 4 de ellos procedentes de casos de infeccion nosocomial,
1 relacionado con los cuidados sanitarios y otro comunitario, sin que estas diferencias

fueran estadisticamente significativas.

Asimismo, y mediante PCR se analizé la presencia de otras familias de
betalactamasas, TEM, CTX-M y VIM, encontrando 67 (55.8%) cepas portadoras de
TEM, 30 (25%) de CTX-M y 1 (0.8%) cepa con VIM. Ademas, en el contexto de un
brote hospitalario por la carbapenemasa OXA 48 [164,165] se detectdé una cepa

portadora de esta carbapenemasa asociada a produccion de BLEE.

La distribucion de las familias de betalactamasas analizadas (TEM, CTX-M y
VIM) se recoge en la Tabla 21, en funcion del grupo filogenético y las caracteristicas
clinicas de respuesta sistémica a la bacteriemia (casos leves y graves), el origen
(nosocomial, comunitario o relacionado con la asistencia sanitaria) y el foco de la
misma (urinario, intraabdominal u otros), asi como en funcion de la evolucion final del
episodio (supervivencia o fallecimiento). La unica diferencia estadisticamente
significativa entre todos ellos, fue la mayor presencia de CTX-M en el grupo

filogenetico B2 respecto a los grupos A, B1 y D (p<0.001).
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Resultados

Tabla 21. Distribucion de los genes de betalactamasas en funcion de otros determinantes clinicos o

microbiolégicos

TEM CTX-M Vim

Global 67 (55.8) 30 (25) 1(0.8)
Grupo filogenético

A 25 (69.4) 2 (5.6) 0

B1 7 (53.4) 4 (30.8) 0

B2 26 (52) 23 (46) * 1(2)

D 9 (42.9) 1(4.8) 0
Gravedad de la sepsis

Casos leves 37 (49.3) 20 (26.7) 0

Casos graves 30 (66.7) 10 (22.2) 1(2.2)
Estado inmune

Inmunocompetentes 46 (53.5) 23 (26.7) 0

Inmunodeprimidos 21 (61.8) 7 (20.6) 1(2.9)
Foco de la bacteriemia

Urinario 23 (57.5) 10 (25) 0

Intraabdominal 31 (54.4) 16 (28.1) 1(1.8)

Otros 13 (56.5) 4(17.4) 0
Evolucion final

Supervivientes 47 (54) 19 (21.8) 0

Fallecidos 20 (60.6) 11 (33.3) 1(3)
Origen de la bacteriemia

Comunitario 25 (47.2) 14 (26.4) 0

Rel asistencia sanitaria 7 (50) 2 (14.3) 0

Nosocomial 7 (50) 2 (14.3) 0

* p<0.001 para CTMX en grupo filogenético B2, respecto a A, B1 y D.
significativas entre los grupos para el resto de variables.

No diferencias estadisticamente
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4.9.2.Distribucion de los distintos genes analizados

Se determinaron 25 genes relacionados con virulencia de E. coli, y 3 familias
de betalactamasas. Los datos relativos a las betalactamasas VIM, TEM y CTX-M
determinadas se encuentran recogidas en el apartado anterior, conjuntamente con los
datos relativos a la sensibiliad a antimicrobianos. Las funciones y nombres de dichos

genes se encuentran recogidos en la Tabla 4.

Pasaremos a continuacién a describir la distribucion de dichos genes y su

relacion con los distintos parametros clinicos analizados.

4.9.2.1. Distribucion global de los genes de virulencia de E. coli.

De forma global encontramos que los genes mas frecuentemente hallados en
nuestra coleccion de E. coli procedente de bacteriemias fueron: fimH, fyuA y ompT,
presentes en 115 (95.8% de los aislados), 91 (75.8%) y 90 (75%) cepas
respectivamente. Al contrario, los genes menos representados en la coleccion fueron:
papG allele I que no se identificd en ninguna cepa, y afaB/C que se aislo solo en 3
cepas (2.5% de los aislados). La frecuencia de cada gen se encuentra recogida en la

Tabla 22.

Nueve pacientes (7.5%) tenian infeccion por una cepa de E. coli que expresaba
al menos 15 genes de virulencia, y en el otro extremo 25 (20%) cepas expresaban

menos de 5 genes de virulencia.

Si expresamos esto en forma de score de virulencia (nimero de genes de
virulencia para cada aislado), encontramos que el score medio fue de 9.3 (rango 0 a

18).
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Tabla 22. Distribucién de genes de virulencia en todos los aislados de E. coli del estudio

Genes de Virulencia Todos los aislados
n=120

Adhesinas
pap C, n(%) 58 (48.3)

pap G allele I, n(%) 36(30)

afaB/C, n(%) 3(2.5)

lha, n(%) 42 (35)

Toxinas
cdtB, n(%) 7 (5.8)

hlyA, n(%) 28 (23.3)

Usp, n(%) 69 (57.5)
Protectinas
kps MTII, n(%) 66 (55)

Relacionados con la adquisicion del hierro
iroN, n(%) 61 (50.8)

iutA, n(%) 83 (69.2)

ireA, n(%) 23 (19.2)
Miscelanea
malX, n(%) 68 (56.7)

ibeA, n(%) 16 (13.3)

cvaC, n(%) 13 (36.1)




Factores de Virulencia de E.coli Resultados

4.9.2.2. Distribucion de los genes de virulencia de E. coli segun los

grupos filogenéticos: A, B1, B2, D.

El grupo filogenético mas frecuente en nuestra muestra fue el B2, con 50
(41.6%) aislados, los siguientes grupos filogenéticos en orden de frecuencia fueron el

A (36 aislados, 30%), D (21 aislados, 17.5%) y el B1 (13 aislados, 10.8%).

Tabla 23. Distribucion de genes de virulencia en funcién del grupo filogenético

Genes de Virulencia A B1 B2 D P
n= 36 n=13 n=50 n=21

pap C, n(%) 10 (27.8) 4 (30.8) 32 (64) 12 (57.1) 0.004
pap G allele 1, n(%) 0 0 0 0 -

pap Gallele I, n(%) 4 (11.1) 2 (15.4) 23 (46) 7 (33.3) 0.003
pap G allele Ill, n(%) 2 (5.6) 0 10 (20) 0 0.018
afaB/C, n(%) 0 0 2 (4) 1(4.8) -

fimH, n(%) 32 (88.9) 13 (100) 50 (100) 21(95.2) -

Iha, n(%) 7 (19.4) 4(30.8 19 (38) 12 (57.1) -
sfa/foc DE, n(%) 2 (5,6) 2 (15,4) 20 (40) 0 <0.0001
cdtB, n(%) 0 0 5(10) 2(9.5) -

cnfl, n(%) 0 0 17 (34) 0 <0.0001
hlyA, n(%) 4(11.1) 2 (15.4) 20 (40) 2(9.5) 0.004
Sat, n(%) 2 (5.6) 4 (30.8) 16 (32) 10 (47.6) 0.003
Usp, n(%) 5(13.9) 6 (46.2) 50 (100) 8 (38.1) <0.0001
kps MTII, n(%) 8(22.2) 6(4.2) 38 (76) 14 (66.7) <0.0001
ompT, n(%) 17 (47.2) 8 (61.5) 50 (100) 15 (71.4) <0.0001
iroN, n(%) 18 (80) 10 (76.9) 31(62) 2 (9.5) <0.0001
fyuA, n(%) 19 (52.8) 8(61.5) 50 (100) 14 (66.7) <0.0001
iutA, n(%) 23 (63.9) 10 (76.9) 36 (72) 14 (66.7) -

iucD, n(%) 21 (58.3) 10 (76.9) 33 (66) 13 (61.9) -

ireA, n(%) 3(8.3) 4 (30.8) 13 (26) 3(14.3) -

malX, n(%) 6(16.7) 6(46.2) 49 (98) 7 (33.3) <0.0001
Svg, n(%) 1(2.8) 1(7.7) 9 (18) 1(4.8) -

ibeA, n(%) 1(2.8) 0 11 (22) 4 (19) -

tratT, n(%) 20 (55.6) 10 (76.9) 36 (72) 10 (47.6) -

cvaC, n(%) 13 (36.1) 2 (15.4) 10 (20) 0 -

Score de virulencia, 6,2 (3,6) 8,5 (4,2) 12,3 (2,9) 7,7 (2,7) <0.001
media (SD)
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Como se aprecia en la Tabla 23, el grupo filogenético B2 era el que mas genes
de virulencia expresaba de forma estadisticamente significativa para casi todos ellos.
El score de virulencia para cada uno de grupos fue: 12.3 (SD 2.9), 8.5 (SD 4.2), 7.7
(SD 2.7) y 6.2 (SD 3.6) para B2, B1, D y A respectivamente, siendo estas diferencias

estadisticamente significativas (p<0.001).

Ninguno de los grupos filogenéticos se asociaron a variable clinica o de

prondstico del episodio de bacteriemia como se puede apreciar en la Tabla 24.

Tabla 24. Distribucion de los grupos filogeniticos en funcion de variables clinicas

A B1 B2 D
n=36 n=13 n=50 n=21
Gravedad del episodio
Sepsis leve 20 10 32 13
Sepsis grave 16 3 18 8
Evolucion final del episodio
Fallecido 10 3 13 7
Superviviente 26 10 10 10
Foco de infeccion
Abdominal 17 5 26 9
Urinario 10 6 14 10
Otros
Origen de infeccion
Comunitario 9 5 29 10
Rel. asistencia sanitaria 4 2 5 3
Nosocomial 23 6 16

Sin diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
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4.9.2.3. Distribucion de los genes de virulencia de E. coli en funcion
del grado de severidad de la sepsis: casos leves y casos graves.

La distribucion de los 25 genes de virulencia analizados en funciéon de la
respuesta inflamatoria a la sepsis, recategorizada en casos leves y graves se aprecia en
la Tabla 25. Tan solo la expresion de la toxina cnf se mostréo mas frecuente de forma
estadisticamente significativa en los casos graves que el los leves (24.4% vs 8%,

p=0.016).

El score de virulencia para cada uno de grupos fue: 8.99 (SD 4.1) para casos

leves y 9.8 (SD 4.3), sin que estas diferencias fueran estadisticamente significativas.

Tabla 25. Distribucion de los genes de virulencia en funcién de la severidad de la sepsis

Genes de Virulencia Casos leves Casos graves P
n=74 n=45

pap C, n(%) 37 (49.3) 21(46.7) -
pap G allele 1, n(%) 0 0 -
pap G allele 11, n(%) 23 (30.7) 13 (28.9) -
pap G allele IIl, n(%) 4(5.3) 8(17.8) -
afaB/C, n(%) 3(4) 0 -
fimH, n(%) 73(97.3) 42 (93.3) .
Iha, n(%) 29 (38.7) 13 (28.9) -
sfa/foc DE, n(%) 11 (14.7) 13 (28.9) -
cdtB, n(%) 3(4) 4(8.9)
cnfl, n(%) 6 (8) 11 (24.4) 0.016
hlyA, n(%) 15(20) 13 (28.9) -
Sat, n(%) 22 (29.3) 10 (22.2) -
Usp, n(%) 44 (58.7) 25 (55.6)
kps MTII, n(%) 39 (52) 27 (60)
ompT n(%) 35 (70 7) 37 (82.2) -
iroN, n(%) 34 (45.3) 27 (60)
fyuA, n(%) 55 (73.3) 36 (80) -
iutA, n(%) 51 (68) 32(71.7) -
iucD, n(%) 48 (64) 29 (64.4) -
ireA, n(%) 17 (27.2) 6 (13.3) -
malX, n(%) 43 (57.3) 25 (55.6) -
Svg, n(%) 8(10.7) 4(8.9) -
ibeA, n(%) 10 (13.3) 6 (13.3) -
tratT, n(%) 47 (62.7) 29 (64.4) -
cvaC, n(%) 37 (49.3) 21 (46.7) -
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4.9.2.4. Distribucion de los genes de virulencia de E. coli en funcién

de la evolucion final de la bacteriemia

Se analiz6 asimismo la expresion de genes de virulencia de E. coli en funcién

de la evolucién de la bactereimia: fallecidos y supervivientes

En la Tabla 26 podemos apreciar las frecuencias de los diferentes genes
analizados, en ambos grupos de pacientes. Ninguno de todos ellos mostré diferencias

entre los grupos.

El score de virulencia fue: 9.4 (SD 4.3) para los supervivientes y 8.9 (SD 3.9)

para los fallecidos, diferencias no significativas.

Tabla 26. Distribucion de los genes de virulencia en funcidn de la evolucion final de la bacteriemia

Genes de Virulencia Supervivientes Fallecidos
n= 87 n=33

pap C, n(%) 47 (54) 11(33.3)
pap G allele I, n(%) 0 0

pap G allele I, n(%) 29 (33.3) 7(21.2)
pap G allele Ill, n(%) 10 (11.5) 2 (6.1)
afaB/C, n(%) 2(2.3) 1(3)
fimH, n(%) 84 (96.6) 31 (93.9)
lha, n(%) 32 (36.8) 10 (30.3)
sfa/foc DE, n(%) 18 (20.7) 6(18.2)
cdtB, n(%) 5(5.7) 2(6.1)
cnfl, n(%) 13 (14.9) 4(12.1)
hlyA, n(%) 24 (27.6) 4(12.1)
Sat, n(%) 25 (28.7) 7(21.2)
Usp, n(%) 51 (58.6) 18 (54.5)
kps MTII, n(%) 47 (54) 19 (57.6)
ompT, n(%) 64 (73.6) 26 (78.8)
iroN, n(%) 45 (51.7) 16 (48.5)
fyuA, n(%) 67 (77) 24 (72.7)
iutA, n(%) 58 (66.7) 25 (75.8)
iucD, n(%) 55(63.2) 22 (66.7)
ireA, n(%) 16 (18.4) 7(21.2)
malX, n(%) 51 (58.6) 47 (51.6)
Svg, n(%) 8(9.2) 4 (12.1)
ibeA, n(%) 10 (11.5) 6(18.2)
tratT, n(%) 57 (65.5) 14 (57.6)
cvac, n(%) 47 (54) 11(33.3)

Sin diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
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4.9.2.5. Distribucion de los genes de virulencia de E. coli en funcion del

estado inmune.

La distribucion de los 25 genes de virulencia analizados en funcién del estado
inmune del paciente, categorizado en inmunocompetente 0 inmunocomprometido se
puede apreciar en la Tabla 27. Tan solo la expresion del gen iucD se mostré6 mas

frecuente entre la poblacion inmunocomprometida (79.4% vs 58.1%, p=0.035).

El score de virulencia para cada uno de grupos fue: 9.3 (SD 4.2) para los
pacientes inmunocompetentes y 9.2 (SD 4.2), sin que estas diferencias fueran

estadisticamente significativas.

Tabla 27. Distribucion de los genes de virulencia en funcién del estado inmune

Genes de Virulencia Inmunocompetente Inmunocomprometido
n= 86 n=34
pap C 41 (47.7) 17 (50)
pap G allele | 0 0
pap G allele 11 28 (32.6) 8(23.5)
pap G allele 111 8(9.3) 4(11.8)
afaB/C 1(1.2) 2 (5.9)
fimH 82 (95.3) 33(97.1)
lha 29 (33.7) 13 (38.2)
sfa/foc DE 18 (20.9) 6 (17.6)
cdtB 5(5.8) 2 (5.9)
cnfl 12 (14) 5(14.7)
hlyA 22 (25.6) 6(17.6)
Sat 23 (26.7) 9 (26.5)
Usp 53 (61.6) 16 (47.1)
kps MTII 51 (59.3) 15 (44.1)
ompT 68 (79.1) 22 (64.7)
iroN 44 (51.2) 17 (50)
fyuA 67 (77.9) 24 (70.6)
iutA 56 (65.1) 27 (79.4)
iucD * 50 (58.1) 27 (79.4)
ireA 17 (18.9) 6(17.6)
malX 52 (60.5) 16 (47)
svg 8(9.3) 4(11.4)
ibeA 12 (14) 4 (11.8)
tratT 52 (60.5) 24 (70.6)
cvaC 18 (20.9) 7 (20.6)

* p<0.035 para la presencia de iucD. No diferencias estadisticamente significativas entre los grupos
para el resto de variables.
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4.9.2.6. Distribucion de los genes de virulencia de E. coli en funcion de foco

de la bacteriemia: urinario, intraabdominal u otros

La distribucion de los 25 genes de virulencia analizados en funcion del foco de
la bacteriemia se puede apreciar en la Tabla 28. Tan solo la expresion del gen iutA se
mostré mas frecuente entre la poblacion con infeccion procedente de foco distinto del

urinario e intraabdominal de forma estadisticamente significativa.

El score de virulencia para cada uno de grupos fue: 9.3 (SD 3.9) para el foco
urinario, 9 (SD 4.5) para el foco intraabdominal y 9.8 (SD 4.1) para otros focos, sin

que estas diferencias fueran estadisticamente significativas.

Tabla 28. Distribucion de los genes de virulencia en funcidn del foco de la bacteriemia.

Genes de Virulencia Urinario Intraabdominal Otros
n=40 n=57 n=23
pap C 24 (60) 22 (38.6) 13 (52.2)
pap G allele | 0 0 0
pap G allele 1l 16 (40) 16 (28.1) 4(17.4)
pap G allele 111 2 (5) 5 (8.8) 5(21.7)
afaB/C 0 2 (3.5) 1(4.3)
fimH 38 (95) 56 (98.2) 21 (91.3)
iha 18 (45) 19 (33.3) 5(21.7)
sfa/foc DE 7 (17.5) 12 (21.1) 5(21.7)
cdtB 0 4(7) 3(13)
cnfl 4 (10) 10(17.5) 3 (13)
hlyA 9(22.5) 13 (22.8) 6 (26.1)
sat 14 (35) 13 (22.8) 5(21.7)
Usp 23 (57.5) 33(57.9) 13 (56.5)
kps MTII 24 (60) 29 (50.9) 13 (56.5)
ompT 30 (75) 41 (71.9) 19 (82.6)
| Relacionados con metabolism del hiero |
iroN 18 (45) 30 (52.6) 13 (56.5)
fyuA 31 (77.5) 43 (75.4) 17 (73.9)
iutA 31(77.5) 32 (56) 20 (87)
iucD 27 (67.5) 32 (56.1) 18 (78.3)
ireA 11 (27.5) 10 (17.5) 2 (8.7)
malX 22 (55) 33 (57.9) 13 (56.9)
Svg 3(7.5) 6 (10.5) 3(13)
ibeA 2 (5) 10 (17.5) 4(17.4)
tratT 22 (55) 37 (64.9) 17 (73.9)
cvaC 7 (17.55) 10 (17.5) 8 (34.8)

* p<0.01 para la presencia de iutA. No diferencias estadisticamente significativas entre los grupos para
el resto de variables.
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4.9.2.7. Distribucion de los genes de virulencia de E. coli en funcién de
origen de la bacteriemia: comunitaria, relacionada con cuidados
sanitarios o nosocomial

La distribucion de los 25 genes de virulencia en funcion del origen se puede
ver en la Tabla 29. Se encontraron varias diferencias estadisticamente significativasa,
asi papC fue mas frecuente entre los pacientes con adquisicion nosocomial, y usp, kps

MTII y malX entre los pacientes con adquisicion comunitaria.

El score de virulencia para cada uno de grupos fue: 9.5 (SD 34.1) para el
origen comunitario, 10 (SD 3.9) para el origen relacionado con la asistencia sanitaria y
89 (SD 4.4) para el origen nosocomial, sin que estas diferencias fueran

estadisticamente significativas.

Tabla 29. Distribucion de los genes de virulencia en funcion de origen de la bacteriemia.

Genes de Comunitario Relacionado con asistencia Nosocomial p

Virulencia n=53 sanitaria n= 14 n=53
pap C 24 (45.3) 11 (78.6) 23 (43.4) 0.054
pap G allele | 0 0 0 NS
pap G allele 1l 18 (34) 7 (50) 11 (20.8) NS
pap G allele Il 4 (7.5) 2 (14.3) 6(11.3) NS
afaB/C 1(1.9) 0 2 (3.8) NS
fimH 52 (98.1) 13 (92.9) 50 (94.3) NS
lha 21(39.6) 4 (28.65) 17 (32.1) NS
sfa/foc DE 13 (24.5) 3(21.4) 8 (15.2) NS
cdtB 3(7.5) 1(7.1) 3(5.7) NS
enfl 7 (13.2) 2 (14.3) 8 (15.1) NS
hlyA 15 (28.3) 3(21.4) 10 (18.9) NS
Sat 16 (30.2) 5(37.5) 11 (20.8) NS
Usp 39 (76.6) 7 (50) 23 (43.4) 0.006
kps MTII 36 (67.9) 6 (42.9) 24 (45.3) 0.040
ompT 45 (84.9) 10 (71.4) 35 (66) NS
iroN 24 (45.35) 8(57.1) 29 (54.7) NS
fyuA 43 (81.1) 12 (85.7) 36 (67.9) NS
iutA 33(62.3) 12 (85.7) 38 (71.7) NS
iucD 30 (56.6) 11 (78.6) 36 (67.9) NS
ireA 11 (20.8) 2 (14.3) 10 (18.9) NS
malX 37 (69.8) 8(57.1) 23 (43.4) 0.023
Svg 5(9.4) 1(7.1) 6(11.3) NS
ibeA 8(15.35) 1(7.1) 7(13.2) NS
tratT 28 (52.8) 11 (78.6) 37 (69.8) NS
cvaC 7(13.2) 3(21.4) 15 (28.3) NS
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4.9.3.Diversidad genética de la poblacion

El estudio de la diversidad genética de la coleccion de E. coli incluida se llevo
a cabo, seglin se recoge en el apartado 2.5.11, mediante pirosecuenciacion basada en
MLST. Con estos analisis obtuvimos los diferentes SAPs (de sus siglas en inglés: SNP

allelic profiles, perfil alélico de SNP) que conformaban la poblacion.

Encontramos que existian 50 SAPs distintos, de los cuales 37 aparecian una
unica vez. Tan solo 6 SPAs aparecian en mas de 5 aislados de E. coli, representando el
50.8% del total de aislados. Estos 6 SAPs mas representados eran, en orden de
frecuencia: SAP131 (n=14), SAP73 (n=12), SAP95 (n=10), SAP23 (n=9), SAP12
(n=8) y SAP10 (n=8).

En la Figura 34 podemos apreciar esta diversidad, expresada en numero de
aislados por cada SAP. La numeracion de los mismos es la tomada de la base de datos
publica de MLST (University College Cork, http://mlst.ucc.ie/mlst/dbs/Ecoli). Los seis

perfiles etiquetados como Hs no tienen correspondencia en dicha base de datos.

14
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Figura 34. Numero de aislados de E. coli por cada SAP.

Cuando estudiamos la diversidad genética de nuestras cepas de E. coli en
términos de los genes de virulencia analizados por PCR, encontramos que el total de
120 aislados microbiologicos presentaban 108 perfiles diferentes de genes de
virulencia, de los cuales 99 se encontraban Uinicamente en un aislado, siete aparecian
en dos aislados, otro perfil de genes de virulencia aparecia en 4 aislados y otro perfil

aparecia en 3 aislados, datos representados en la Figura 35
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0

Figura 35. Numero de aislados de E.coli con el mismo perfil de genes de virulencia

4.10. Asociacion de genes de virulencia de E. coli y

caracteristicas clinicas.

El objetivo inicial de este estudio era la bisqueda de algin gen presente en el
genoma de E. coli, o combinacion de ellos, que pudiera ayudar a predecir la gravedad
clinica de la bacteriemia, la evolucion de la misma, el foco, u otras caracteristicas

clinicas que pudieran ayudar en su manejo de la misma.

En este sentido se realizaron los oportunos andlisis estadisticos, inicialmente
univariantes y en un segundo paso, si era oportuno, regresion logistica por pasos para
la busqueda de factores de riesgo o de proteccion para la variable a estudio. Ninguno
de estos analisis en la busqueda de genes de virulencia predictores de foco de la
bacteriemia, origen de la misma ni estado inmunologico del paciente resultaron

positivos. Pasaremos a continuacion a detallar los que si lo fueron.

4.10.1. Genes de virulencia de E.coli y gravedad de la sepsis

Con el resultado del analisis univariante de los casos expuesto se vio que
debido al escaso numero de pacientes con shock séptico el estudio no tenia potencia
estadistica suficiente para poder detectar algin factor genético que pudiera ser
predictor de gravedad clinica de la sepsis por lo que como se ha comentado
previamente en la metodologia estadistica se reclasifico a los pacientes en casos leves

(No SIRS o sepsis leve) y casos graves (Sepsis grave o shock séptico)

Con esa nueva definicion de casos de respuesta a la infeccion se rehizo el

analisis univariante tanto de distribucion de genes como de caracteristicas clinicas
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como se ha referido anteriormente. Se realizo posteriormente el analisis de regresion
logistica por pasos para la busqueda de factores de riesgo o de proteccion de caso
greve de los pacientes con bacteriemia por E. coli. Se incluyeron en el modelo por
pasos todas las variables que en el andlisis univariante resultaron con una diferencia
entre ambos grupos con una significacion estadistica <0.05, asi como todos los
factores de virulencia de E. coli analizados, pese a no existir diferencias
estadisticamente significativas en el analisis univariante entre los grupos, por

considerar este un analisis exploratorio.

En el modelo multivariante por pasos, las variables asociadas de manera

independiente con cuadro de sepsis grave fueron el indice de Pitt y la presencia de cnf
y blaTE|v|.
El modelo multivariante final se muestra en la Tabla 30. El area bajo la curva

de Caracteristica Operativa del Receptor (ROC, de sus siglas en inglés) es de 0.853
(IC 95% 0.76-0.936, p<0.000), segin se observa en la Figura 36.

Tabla 30. Analisis multivariante (regresion logistica por pasos) de factores de riesgo para sepsis grave en
pacientes con bacteriemia por E. coli

Variable B SE (B) OR 95% ClI P
indice de Pitt 0.292 0.140 1.339 1.02 1.76 0.037
Presencia de cnf 1.894 0.670 6.646 1.79 24.71 0.005
Presencia de blazy, 0.950 0.464 2.590 1.04 6.43 0.04
Constante -1.528 0.397 0.217 0.000
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Figura 36. Curva ROC del modelo de regresion logistica para prediccion de sepsis grave en pacientes con
bacteriemia por E. coli.
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4.10.2. Genes de virulencia de E.coli y mortalidad

Se realiz6 el andlisis de regresion logistica por pasos para la busqueda de
factores de riesgo o de proteccion de evento fatal de los pacientes con bacteriemia por
E. coli. Se incluyeron en el modelo por pasos todas las variables que en el analisis
univariante resultaron con una diferencia entre ambos grupos con una significacion
estadistica <0.05, asi como todos los factores de virulencia de E. coli analizados, pese
a no existir diferencias estadisticamente significativas en el analisis univariante entre

los grupos, por considerar este un analisis exploratorio.

En el modelo multivariante por pasos, las variables asociadas de manera
independiente con evento fatal fueron el tratamiento quimioterdpico activo, el indice
McCabe-Jackson, el indice de Pitt y el gen fyuA. En el mismo analisis la presencia de
alguno de los genes que codifican las fimbrias P (papC, papG alelol, papG alelo I,
pap alelo Ill, nombrado como Genes P fimbria en la tabla) resulté de forma

independiente como factor protector de muerte.

El modelo multivariante final se muestra en la Tabla 31. El area bajo la curva
de Caracteristica Operativa del Receptor (ROC, de sus siglas en inglés) es de 0.853
(IC 95% 0.76-0.936, p<0.000), segiin se observa en la Figura 37.

Tabla 31. Analisis multivariante (regresion logistica por pasos) de factores de riesgo para Mortalidad en
pacientes con bacteriemia por E. coli

Variable B SE (B) OR 95% CI P

Tratamiento QT activo 2.883 0.855 17.871 3.346 95.458 0.001

indice McCabe-Jackson

No fatal - - - - - 0.013
Rapidamente fatal 2.990 1.497 19.894 1.058 374.124 0.046
Ultimamente fatal 4.789 1.712 120.153 4.189 3446.225 0.005
indice de Pitt 0.577 0.178 1.781 1.256 2.526 0.001
Genes P fimbria -2.362 0.845 0.094 0.018 494 0.005
Gen fyuA 2.085 0.902 8.047 1.374 47.125 0.021
Constante -5.971 1.779 0.003 0.001

110



Factores de Virulencia de E.coli Resultados

ROC Curve

0,8

0,64

Sensitivity

=
=
1

0,24

00 T T T T
00 02 04 06 08 10

1 - Specificity

Figura 37. Curva ROC del modelo de regresion logistica para prediccion de mortalidad en pacientes con
bacteriemia por E. coli.

Realizado asimismo el analisis de regresion logistica sin la inclusién de los
factores de virulencia, dado que ninguno de ellos se encontraba en distinta proporcion
entre supervivientes y no supervivientes, destacamos dos aspectos: 1) el resto de
predictores de evento fatal o factores de proteccion se mantenia de forma estable, y 2)
el area bajo la curva de la curva ROC fue de 0.839 (IC 95% 0.75-0.925, p<0.000),

segun se observa en la Tabla 32.

Tabla 32. Analisis multivariante (regresion logistica por pasos) de factores de riesgo para Mortalidad, con
exclusion de los factores de virulencia, en pacientes con bacteriemia por E. coli

Variable B SE (B) OR 95% CI P
Tratamiento QT activo 2.365 0.756 10.640 2.417 46.840 0.002
indice McCabe-Jackson 0.027

No fatal - - - - -

Rapidamente fatal 2.542 1.261 12.702 1.072 150.436 0.044

Ultimamente fatal 3.567 1.349 35.414 2.515 498.686 0.008
indice de Pitt 0.519 0.162 1.680 1.223 2.307 0.001
Genes P fimbria -1.280 0.636 0.278 0.080 0.968 0.044
Constante -4.114 1.280 0.016 0.001

Asimismo se realizd el analisis de regresion logistica incluyendo en el modelo
ademas de las variables comentadas en el andlisis principal, exclusivamente los genes
cnf y blaTEM, dada su asociacion a la severidad de la sepsis. La inclusion de estas
variables no modificaba el modelo, persistiendo como predictores los referidos

anteriormente.
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5. Discusion

La participacion o papel de los factores de virulencia de E. coli en el desarrollo
o evolucidn de los cuadros infecciosos es todavia controvertido, en este contexto del
conocimiento presentamos los resultados de un trabajo de investigacion, prospectivo
disenado para evaluar el posible papel que los factores de virulencia de E.coli pudieran
tener en el desarrollo de sepsis grave o muerte en pacientes con bacteriemia de

cualquier origen por dicho patogeno.

5.1.Pacientes incluidos en el estudio

Los datos epidemiologicos relacionados con las bacteriemias por E. coli
disponibles son dispares, fundamentalmente en relacion a la poblacion de donde son
extraidos los mismos, estudios poblacionales difieren de series hospitalarias como era

de esperar por el propio disefo.

Haremos un breve repaso de nuestros datos epidemiologicos haciendo
referencia a aquellos disponibles en la literatura para evaluar en cuanto difieren o se
parecen nuestras poblaciones de cara a poder extrapolar o no las conclusiones a otros

contextos epidemiologicos distintos del aqui recogido.

Planteamos esta comparacion de forma general con grandes series de
bacteriemias por E. coli y de forma particular con estudios similares al nuestro en los
que se trata de evaluar la posible implicacion de determinados factores genéticos de E.

coli con desarrollo de sepsis o mortalidad.

5.1.1.Comparacion de la poblaciéon de estudio con otras series de

bacteriemias por E.coli.

Globalmente la poblacion incluida en este estudio son mujeres y varones en
similar proporcion, de edad avanzada y con importante comorbilidad que presentan un
episodio de bacteriemia por E. coli de origen nosocomial en el 44% de los casos, de
origen comunitario en otro 44% y el resto relacionados con los cuidados sanitarios.
Respecto a la fuente de la bacteriemia, el 47,5% de los casos eran de origen

abdominal, el 33,3% eran de origen urinario, el 3,3% asociados a catéter y el 14,2%
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restantes de otros focos o desconocido. De forma secundaria a la bacteriemia el 42%
de los pacientes no tenian criterios de SRIS, el 20,16% tenian criterios de sepsis leve,
el 28,57% tenian criterios de sepsis grave, y el 9,24% de shock séptico. La tasa de
mortalidad fue del 27.7%, aunque de los 33 fallecidos totales, en 21 casos se considerd

que el fallecimiento no estaba relacionado con la bacteriemia.
Edad, sexo y comorbilidad

La poblacion incluida en nuestro estudio tenia una edad media elevada, con
casi el 70% de la misma por encima de los 65 afios de edad. Este dato es acorde con la
curva epidemioldgica expuesta con el estudio poblacional canadiense de bacteriemias
por E. coli [48] donde la edad media era de 67 afos. La edad de los pacientes con
infecciones de origen nosocomial era mayor con respecto a los de origen comunitario,
similar a los hallazgos de Laupland et al [48] (la edad media de pacientes con
infeccion comunitaria era de 65 afios, frente a los 69 de los de origen nosocomial y los
71 afos de edad de los casos relacionados con los cuidados sanitarios, diferencias
estadisticamente significativas), aunque en nuestra serie estas diferencias no eran

significativas.

Respecto a la distribucidon por sexos en nuestra serie, practicamente la mitad
eran varones y la otra mitad mujeres, mientras que la observada en la serie poblacional
canadiense [48] tenia un predominio femenino (60%) a expensas de las edades mas

jovenes.

Respecto a la comorbilidad asociada, previa a la bacteriemia, en nuestra
muestra encontramos un indice de Charlson medio de 3 puntos, con el 54% de la
poblacion con mas de 2 puntos. La serie de Laupland et al [48] no presenta datos
referentes a la escala de Charlson, pero el 22% de los pacientes presentaban algin tipo
de enfermedad neoplasica solida, el 19% diabetes mellitus y el 21% enfermedad
cardiaca, todos ellos parametros incluidos en el indice de Charlson. Series nacionales,
mas pequenas y tan solo con inclusion de casos de bacteriemias por E. coli productor
de BLEE presentan un indice de Charlson medio de 4 [39] o superior a 2 en el 42% de
la poblacién incluida [166], con una tendencia no significativa entre la comorbilidad y
el origen nosocomial o relacionado con la asistencia sanitaria. Datos todos ellos no
muy dispares de los presentados en nuestra serie, la mayor comorbilidad de nuestros

pacientes puede estar en relacion con la alta proporcion de episodios nosocomiales.
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Foco de la bacteriemia

En nuestra serie casi la mitad de los casos el foco de la bacteriemia era
intraabdominal, el 33% urinarios y el resto de foco desconocido u otro. Este dato es
discretamente discrepante con los datos procedentes de otras series poblacionales u
hospitalarias [39,48,51,52], donde el foco mas frecuente es el urinario. Se podria
explicar esta diferencia por el perfil de nuestra serie con importante nimero de

infeccion nosocomial postquirirgica abdominal.
Origen de la bacteriemia

En nuestra serie encontramos que el 44,2% de los episodios eran nosocomiales,
otro 44,2% adquiridos en la comunidad y el 11,6% relacionado con los cuidados

sanitarios.

Estos porcentajes son similares a los hallados por otros investigadores en series
generales de bacteriemias de cualquier etiologia, aunque existe gran variabilidad en
dichos porcentajes entre los distintos trabajos, fundamentalmente debidos al disefio de

los mismos [28,35,37,38,44].

Si nos centramos en series tan solo de bacteriemias por E. coli, encontramos
también porcentajes variables en funcion de la poblacion donde centren el estudio.
Nuestra serie puede estar sobrevalorando las bacteriemias de origen nosocomial dado
que muchos de los episodios no graves asociados fundamentalmente a foco urinario no
precisan ingreso hospitalario (criterio de inclusion en nuestro estudio). Asi
encontramos que la proporcion de bacteriemias comunitarias (53%) en el estudio de
base poblacional de Laupland [48] era significativamente mayor al nuestro por dicho
motivo. Esto se podria interpretar como un sesgo de seleccion respecto a series
poblacionales como la de Laupland et al [48]. El alto porcentaje de infeccion de origen
nosocomial puede ser debido a que el propio disefio del estudio ha podido excluir
casos de infecciones comunitarias del tracto urinario bacteriémicos que no precisaban

ingreso.
Mortalidad

La tasa de mortalidad de nuestra serie fue del 27,7%, aunque de los 33
fallecidos totales, en 21 casos se consider6d que el fallecimiento no estaba relacionado
con la bacteriemia, en 7 casos se considerd la bacteriemia como la causa de la muerte,

en 4 como posible y en un paciente como probable.
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Comparados con la mortalidad publicada en otras series, y que se establece en
el amplio margen del 5% al 30% [47,48,51,53—65], nuestros datos se encuentran
dentro de lo esperado, quiza en el limite més alto por el alto nimero de pacientes de
edad elevada, de origen no comunitario y foco no urinario y con importante

comorbilidad.
Mortalidad y momento de inicio del tratamiento antimicrobiano

El momento del inicio del tratamiento empirico en general en todas las
enfermedades infecciosas determina su pronostico. A este respecto tenemos suficientes
datos para entender que la precocidad en iniciar el tratamiento empirico adecuado en
situaciones de sepsis y/o bacteriemias es determinante en su pronostico; asi estudios
llevados a cabo en neumonias [167,168], sepsis grave en unidades de cuidados
intensivos [169,170] y bacteriemias [171,172] lo corroboran. Incluso la duracion del
periodo con hipotension desde el inicio de los sintomas al inicio del tratamiento se

considera determinante [173] para la supervivencia.

Pero no solo el momento de inicio del tratamiento antimicrobiano impacta en el
prondstico, también el “acertar” con el o los principios activos seleccionados en el

tratamiento empirico [174,175].

A este respecto en nuestra serie, no podemos considerar que ni la demora en el
inicio del tratamiento (media de 7h de demora en el inicio del tratamiento
antimicrobiano, con el 51% de los pacientes tratados en la primera hora) ni la
seleccion del tratamiento empirico hayan podido contribuir sustancialmente a la
mortalidad, ya que fue precoz en todos los casos y adecuado segun el estudio de
sensibilidad del aislamiento obtenido posteriormente (esto es asi con excepcion de los
pacientes en que por diversos motivos se decidié no tratar activamente, la mayoria de
ellos en tratamiento sintomadtico paliativo), y no diferente entre los grupos de

comparacion.
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5.1.2.Comparacion de la poblacion de estudio con trabajos de similar

diseilo

Dado que presentamos datos discordantes respecto a la capacidad de prediccion
de determinados genes de virulencia de E. coli de sepsis grave y mortalidad con otros
trabajos que también han tratado de evaluar el impacto dichos genes en los mismos o
similares parametros clinicos debemos, antes de discutir otros aspectos, evaluar si las

poblaciones son comparables entre si.

En relacion a los pardmetros demografico epidemiologicos, todos los estudios
incluyen una poblacion afieja con distribucion por sexo similar como se recoge en la
Tabla 33, excepto la recogida por Skjet-Rasmussen et al [65] en la que predomina la
poblacion femenina, probablemente secundario a que dicho estudio todos los episodios

son de origen urinario.

Otra diferencia que llama la atencion es el alto porcentaje de infeccion
nosocomial en los datos del estudio COLIBAFI [63], comparado con los otros estudios
y nuestros propios datos. Probablemente esté en cierta medida sobreestimado dado que
la definicion que proponen los autores en la seccidn de material y métodos para
considerar el origen nosocomial de la bacteriemia es “Bacteremia episodes were
defined as being nosocomial when the first positive blood culture was obtained >48 h
following hospital admission. Otherwise, bacteremia was considered community
acquired.”, quizd con ella se incluyd pacientes de origen comunitario, clasificados

como nosocomiales por una toma tardia de los hemocultivos.

Tabla 33. Resumen clinico epidemiolégico de los estudios relacionados con genes de virulencia y sepsis 0
mortalidad

Estudio n Edad media Sex? Origen . Fo?o .
varén nosocomial  Urinario

Hekker et al, 2000 [147] 30 36%>70a 56.6% = 36.6%

Jaureguy et al, 2007 [145] 161 51% >65 a 52% 38.5% 47.2%

Lefort et al , 2011 [63] 1055 70 42.5% 81.7% 56.9%

Skjgt-Rasmussen et al, 2012 [65] 196 79 32% 10.7% 100%

El presente trabajo 120 70 49,6% 53% 33.3%

Otros parametros fundamentales a evaluar a la hora de comparar los resultados
de los referidos estudios es la definicion de sepsis, sepsis grave y shock séptico. En los

de Lefort [63] y Skjet-Rasmussen [65] este dato no se recoge. En el de Hekker [147],
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aunque bien definido segun los criterios de Bone et al [176], los datos se tomaron de
forma retrospectiva. El trabajo de Jauréguy et al [145] tiene una recogida prospectiva
de los datos referentes a la sepsis y con una adecuada definicion de los mismos, segin

los criterios de Bone et al [10].

La mortalidad recogida en la serie de Jauréguy et al [145] es sustancialmente
inferior a la de nuestra serie (18.6% vs 38%, ver Tabla 34), esta diferencia puede
deberse a las diferencias clinico epidemioldgicas de ambas series, dado que en el caso
de Jauréguy et al [145], habia mas casos de origen comunitario, de foco urinario y en

poblacion discretamente mas joven.

Tabla 34. Resumen clinico epidemioldgico de los estudios relacionados con genes de virulencia y sepsis 0
mortalidad (y2)

Sepsis grave y/o Mortalidad

Estudio n shock séptico global
Hekker et al , 2000 [147] 30 43% 50%
Jauréguy et al , 2007 [145] 161 18.6% 11.1%
Lefort et al , 2011 [63] 1055 - 12.9%
Skjgt-Rasmussen et al , 2012 [65] 196 - 12%
El presente trabajo 120 38% 27.7%

Pese a las diferencias descritas no parece existir motivos epidemioldgicos que
justifiquen las diferencias encontradas en la capacidad de determinados genes para
predecir sepsis grave o mortalidad entre las series presentadas y nuestros datos, como

se discutird mas adelante.

5.2.Aislados de E. coli

Los 120 aislados de E. coli estudiados en el presente trabajo de investigacion
fueron altamente diversos desde el punto de vista genético, con una relativamente baja

presencia de resistencias a antimicrobianos.

Si nos centramos inicialmente en la sensibilidad a los antimicrobianos de los
120 aislados del estudio encontramos que mas del 90% de los aislados eran sensibles a
carbapenemicos, cefalosporinas y betalactimicos asociados a inhibidores de
betalactamasas. La familia mas afectada por mecanismos de resistencia fueron las
quinolonas, con un 38% de resistencia al dcido nalidixico y un 27% a ciprofloxacino.

Tan solo el 5% de los aislados fue productor de una betalactamasa de espectro
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extendido (BLEE), siendo su distribucion desigual segun el origen de la infeccion con
un 7.7% de cepas productoras de BLEE entre los casos de origen nosocomial, el 7.1%
en los relacionados con la asistencia sanitaria, y tan solo un 1.9% entre los de origen

comunitario.

La prevalencia de BLEEs en Europa desde la descripcion de las mismas en
Alemania y Francia ha variado de forma considerable, desde unas tasas de hasta el
35% de las cepas de Klebsiella spp de origen nosocomial en hospitales franceses [177]
hasta cifras tan “bajas” como el 8% [178] en los ultimos afios debido sobretodo a la
aplicacion de medidas de control de infeccion. Aunque inicialmente este mecanismo
de resistencia se asocid con infeccion de origen nosocomial, estancias hospitalarias
prolongadas y de alto intervencionismo y exposicidn previa a antimicrobianos,
estudios poblacionales mas recientes describen la produccion de BLEE hasta en un 7%
de las bacteriemias por E. coli de origen comunitario [179]. Con esta variabilidad tanto
geografica como cuantitativa ademas de la relacionada con el origen de la infeccion, el
hallazgo de un 5% global de cepas productoras de BLEE en nuestra serie no resulta

sorprendente.

Respecto a la diversidad genética poblacional encontramos que los 120
aislados incluidos presentaban una estructura mixta formada por la mitad de ellos de
origen clonal epidémico, y la otra mitad formada por multiples aislados esporadicos
unicos. Esta estructura poblacional es similar a la hallada en otra coleccion procedente
del mismo centro hospitalario en muestras de orina y sangre [117]. Podemos observar
que el clon mas frecuente, con 14 casos de los 120 aislados incluidos fue el ST 131,
dato no sorprendente dado que es uno de los mas ampliamente distribuidos a nivel

mundial [180].

El clon ST 131, de distribucién mundial, perteneciente al grupo filogenético B
y serogrupo O25b:H4, es muy frecuentemente portador de la betalactamasa de
espectro extendido de la familia A de Ambler CTX-M-15 [181]. Dicha betalactamasa
parece distribuida a nivel mundial por dos clones distintos, el ST 131 y el ST 405
[182]. En distintos modelos animales este clon ST 131 ha demostrado mayor
virulencia pese a incluso portar menos factores de virulencia que las cepas de control

como pueden ser papC, cnfl y HylA [181,183].

La diversidad genética referente a la presencia de los distintos factores de

virulencia analizados fue todavia mayor que la distribucion de SAPs, con tan solo 21
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perfiles que aparecian mas de una vez, o lo que es mismo, 99 perfiles unicos. Si
comparamos nuestros datos de prevalencia de estos genes con aquellos evidenciados
por otros autores encontramos que aun con diferencias las frecuencias encontradas son

similares (Tabla 35).

Tabla 35. Prevalencia de los distintos genes de virulencia en otros estudios

Hekker etal  Jaureguy et Lefort et Skjgt-Rasmussen  Presente

[147] al [145] al [63] etal [65] trabajo
pap C ND 49,4 50 ND 48,3
pap G allele | ND ND ND ND 0
pap G allele 1l ND 29,2 39 ND 30
pap G allele 11l ND 16,8 10 ND 10
afaB/C ND ND ND 3 2,5
fimH ND ND ND 98 95,8
lha ND ND 30 50 35
sfa/foc DE ND 29,2 26 34 20
cdtB ND ND ND 9 5,8
cnfl 36,6 29,8 19 29 14,2
hlyA ND 31,7 26 34 23,3
Sat ND ND 30 45 26,7
Usp ND ND 53 68 57,5
kps MTII ND ND ND 83 55
ompT ND ND 72 ND 75
iroN ND 57,8 58 56 50,8
fyuA ND 77,6 77 92 75,8
iutA ND ND ND 75 69,2
iucD ND 65,8 65 ND 64,2
ireA ND ND 30 33 19,2
malX ND ND ND 65 56,7
Svg ND ND ND ND 10
ibeA ND ND 8 12 13,3
tratT ND ND 64 13,4 63,3
cvaC ND ND 0 ND 36,1

Datos expresados en porcentajes

Ademas de los genes de virulencia de E. coli referidos en la Tabla 33, los
distintos autores de dichos trabajos determinaron otros genes o moléculas en relacion a
la virulencia de E. coli no realizados en el presente trabajo de investigacion. Asi
Hekker et al [147] determinaron los grupos O y los tipos K, la expresion de la fimbrias
P, la produccion de hemolisina, la resistencia al suero, la quemoluminiscencia y la

resistencia a los fagocitos. Por otro lado en el estudio COLIBAFI [63] se determind la
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presencia de hra, irp2 y neuC. Y finalmente el estudio mas moderno, y el que mas
genes de virulencia determiné [65], anade a los de la tabla: bmaE, focG, gafD, papAH,
chuA, iss, kps MII K2, kps M 111, y los genes relacionados con la formacion de biofilm
agn43, agn43a (CFT073) agn43b (CFT073) agn43 (K12).

El gen mas prevalente de nuestra serie, presente en el 96% de las cepas
estudiadas fue fimH, prevalencia similar a la serie de Skjeot-Rasmussen et al (64) y
Wang et al [121]. Datos de similar prevalencia se aprecian en el estudio de Moreno et
al [144], con un 79% de aislados pertenecientes al grupo filogenético A portadores de
fimH, un 100% de los pertenecientes al grupo filogenético B1, un 100% del grupo B2
y un 94% del grupo D. Todo ello pone en discusion si se trata de un factor de

virulencia o un elemento patogénico imprescindible para E coli [140].

5.3.Determinantes clinicos y microbiolégicos de sepsis grave

El analisis multivariante de nuestros datos mostré que el indice de Pitt y la
presencia de los genes cnf y blargm se asociaban de manera independiente con cuadro

de sepsis grave.

El indice de Pitt se ha mostrado como buen predictor de gravedad y mortalidad
en diversos estudios de bacteriemias por diferentes microorganismos [39,151,184,185]
e incluso las guias clinicas de atencion a la bacteriemia lo incluyen como parametro
para evaluar la gravedad inicial de los pacientes y ayudar en la compleja toma de
decisiones terapéuticas [186]. El hecho de que el indice de Pitt en nuestra serie se

asocie con la gravedad de la serie le da validez interna a los datos recogidos.

5.3.1.Presencia de cnf como determinante de severidad de sepsis

El factor citotoxico de necrosis (CNF 1y 2), codificado por el gen cnf, a través
de modificaciones de la sefalizacion intracelular logra alteraciones importantes del
citoesqueleto, multinucleacion y aumento del tamano celular y necrosis de la célula

huésped con la consiguiente muerte celular [187].

La toxicidad de esta proteina, CNF, de 113 kDa se puede atribuir a su

capacidad de activar de forma constitutiva la familia de las GTPasas Rho: Rho A, Rac
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y Cdc42 [188]. La activacion de estas GTPasas Rho afecta a multiples funciones de
células eucariotas, incluyendo la formacion de fibras de actina de strees, lamelapodia,
filopodia. La induccion del erizado de la membrana y la modulacion de las vias de
sefalizacion intracelulares [189]. Para ejercer su accion CNF debe llegar al citosol de
la celula huésped mediante la unidén al precursor del receptor de laminina de la
superficie de la celula a infectar, desencadenando la incorporacion de la toxina al
compartimento endosomal. Las condiciones de acidosis de este compartimento induce
la translocacion del dominio catalitico de CNF a través de la membrana vesicular y
dentro del citosol de la célula infectada, donde estimula la familia de las GTPasas Rho
[188]. La prolongada activacion de la familia de las GTPasas Rho lleva a su
ubiquitinizacion y subsecuente degradacion. La activacion de las GTPasas Rho
mediada por CNF es un fendmeno temporal, y la citotoxicidad relacionada con CNF es
debida ambas situaciones: la activacion aberrante de Rho y su subsecuente
degradacion. El mecanismo por el que CNF se incorpora a las vesiculas de la
membrana externa y el papel especifico de estas vesiculas en la liberacion de CNF a la

célula huésped no es conocido [91,159].

La presencia de cnf en el genoma de E.coli es muy variable dependiendo de si
se trata de cepas comensales o patogenas, ¢ incluso en los casos de cepas de E. coli

patogenas, segun los distintos patotipos y grupos filogenéticos.

Antes de discutir los hallazgos propios de esta serie y su asociacion con la
gravedad de la sepsis, conviene revisar la frecuencia de este gen en otras series, dada
esa variabilidad. Existen series de cepas comensales con tan solo un 5% de ellas
portando cnf en su genoma [190], y en el extremo opuesto el 81% encontrado en cepas
procedentes de ITUs [191]. Como podemos apreciar en la Tabla 36, la variabilidad de
la presencia del gen cnf es muy importante. La mayor frecuencia se encuentra asociada
al grupo filogenético B2 [192] y a las infecciones de origen urinario

[121,142,191,193].
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Tabla 36. Frecuencia de expresion del gen cnf en distintos estudios publicados

Referencia

Caracteristicas y numero

Prevalencia cnf

Hekker et al, 2000 [147]

Johnson & Stell, 2000 [111]

Johnson et al, 2001 [194]

Johnson et al, 2001 [192]

Duriez et al, 2001 [190]

Wang et al, 2002 [121]

Johnson et al, 2002 [193]

Ruiz et al, 2002 [191]

Bingen-Bidois et al, 2002[195]

Johnson et al, 2005 [146]

Moreno et al, 2005 [142]

Lavigne et al, 2006 [196]

Moreno et al, 2006 [144]

Bonacorsi et al, 2006 [143]

Jauréguy et al, 2007 [145,197]

Ananias & Yano, 2008 [159]

Rijavec et al, 2008 [198]

Cooke et al, 2010 [199]

Lefort et al, 2011 [63]

Skjgt-Rasmussen et al, 2012 [65]

Marschall et al, 2012 [141]

Rodriguez-Bafio et al, 2012 [200]

30 Bacteriemias,
37% de foco urinario

75 Sepsis de origen urinario

182 Bacteriemias,
focos no especificados

72 Poblacion ECOR

168 Cepas comensales

24 Colangitis bacteriémicas

51 ITUS bacteriémicas

30 cepas comensales control

182 Bacteriemias,

53% de foco urinario o pulmonar
Cepas controles ECOR

111 cistitis, pielonefritis y prostatitis

100 Sepsis urinaria

100 Cistitis no complicadas

50 Bacteriemias urinarias

50 Bactereiemias no urinarias
50 pielonefritis sin bacteriemia
33 ITU BLEE

99 controles ITU no BLEE

50 cistitis,

50 PNF,

50 sepsis urinaria con BSI

50 sepsis no urinaria con BSI
32 ITU bacteriémicas

51 ITU no bacteriémicas

161 Bacteriemias, 41% origen urinario

60 Bacteriemias (58 de ellos fallecidos
del episodio)

105 Bacteriemia de origen urinario

303 bacteriemias, 51% de origen urinario

1051 bacteriemias, 56.9% de origen
urinario

196 bacteriemias de origen urinario

156 ITU, 15% con bacteriemia

191 bacteriemias por BLEE

36.6%.

16%

27%

11.1% global
40% en grupo B2

3.6%

8% en colangitis
41% en ITU

61% global

35% urinario o pulmonar
16% resto de focos

39% cistitis

50% pielonefritis

81% prostatitis

21%

34%

31%
44% en ITU bacteriémica

38%

<10%

25%

29% Global
40% en Shock
27.5% en no Shock

21.7%
12%
27%
20%
29%
17%

2%

PNF, pielonefritis; FV, factores de virulencia; BLEE, Betalactamasas de espectro extendido; ITU, infeccion del

tracto urinario
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En nuestra serie encontramos que la presencia de cnf en el genoma de E. coli
incrementaba el riesgo de forma independiente de otros factores de tener un cuadro de
sepsis grave o shock séptico Desde el punto de vista de la plausibilidad bioldgica
considero que con los efectos toxicos a nivel de la célula huésped comentados
previamente se podria justificar este incremento de la gravedad del cuadro
inflamatorio exagerado en respuesta a la bacteriemia. Lo que no queda explicado es
porque en series de similar disefio en las que se ha investigado la presencia de cnf no
se haya encontrado este efecto, nicamente Jauréguy et al [145] encontraron una
frecuencia mayor de cnf en los pacientes con shock séptico comparado con lo que no

tenian shock pero estas diferencias no fueron significativas.

5.3.2.Presencia de blaTEM como determinante de severidad de

sepsis

La enzima blargy pertenece a la gran familia de las betalactamasas tipo A
segun la clasificacion de Ambler [201] y tiene una alta prevalencia entre los bacilos
gramnegativos. Esta determinada y trasmitida por plasmidos, lo que facilita su
transmisibilidad intra e interespecies. Lo habitual es que un mismo bacilo gram
negativo exprese varias betalactamasas al mismo tiempo, de ellas la TEM tipo 1, la
determinada en este estudio, seria la precursora de la que por cambios en diversos
aminoacidos seran las TEM tipo 2 y superiores que determinan mayor resistencia a

betalactamicos [201-203].

TEM 1, la betelactamasa plasmidica mas frecuente entre las bacterias gram
negativas entéricas, fue descrita por primera vez por Datta y Kontomichalou [204] en
un paciente griego en 1965, desde entonces el conocimiento de la misma, y sus
sucesoras se ha incrementado de manera exponencial [201]. TEM 1 hidroliza
ampicilina y en menor medida carbenicilina, oxacilina y cefalotina, siendo inhibida en
presencia de acido clavulanico. TEM 1, asi como TEM 2 y TEM 13, relacionadas
estructuralmente entre si, no son BLEEs, aunque todas las demas betalactamasas de la
familia TEM (mas de 100 identificadas hasta la fecha) si tiene actividad de

betalactamasa de espectro extendido [201].

La relacion de la presencia de blargm con la severidad de la sepsis hallada en el

presente trabajo no tiene una explicacion clinica ni bioldgica aparente, y debe ser
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independiente de su actividad betalactamasa ya que todos los pacientes fueron
adecuadamente tratados (incluido el momento del tratamiento empirico) con
antimicrobianos adecuados segln el antibiograma, foco y via de administracion. Esto
sugiere que blargyw puede ser un marcador de la presencia de algun otro factor de

virulencia, siendo segln los datos recogidos en este estudio imposible de determinar.

5.4.Determinantes clinicos y microbiol6gicos de mortalidad

El anélisis multivariante de nuestros datos mostré que los factores dependientes
del huésped, el indice McCabe-Jackson, el tratamiento activo con quimioterapia y el
indice de Pitt, asi como la presencia del gen fyuA se asoci6 de forma independiente
con la evolucion fatal de la bacteriemia. Sin embargo ese mismo analisis mostrd que la
presencia de cualquiera de los genes que codifican para las proteinas de las Fimbrias P

de E. coli jugaba un papel protector.

Ninguno de los genes que se asociaron de forma independiente con gravedad
de la sepsis, cnf y blargm, se encontraron asociados con mal prondstico en este nuevo
analisis multivariante de mortalidad. Ni siquiera hubo una tendencia en el analisis
univariante, ya que la presencia de dichos genes era similar entre los supervivientes y
los pacientes con evolucion fatal (15% de cepas de portadoras de cnf entre los

supervivientes vs 12% en fallecidos, y 54% vs 60% respectivamente para blargw).

5.4.1.Factores dependientes del huésped como determinantes de
mortalidad: Indice de McCabe-Jackson, indice de Pitt y tratamiento

quimioterapico activo.

El huésped determina en gran manera la gravedad y pronostico de sus propias
enfermedades, empezando por la exposicion a factores de riesgo, hasta la gravedad
final del episodio Esto es aplicable no solo a las enfermedades infecciosas, sino

también en otras areas de la medicina.

En este sentido del papel del huesped en la evolucion clinica del episodio
bacteriémico en nuestra serie apreciamos mediante el andlisis multivariante que el

indice McCabe-Jackson, el tratamiento activo con quimioterapia y el indice de Pitt se
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asociaron de forma independiente con la evolucion fatal de la bacteriemia. Ninguno de
estos resultados resulta sorprendente dado que ambas escalas, McCabe-Jackson y Pitt,
son pronosticas. Respecto al tratamiento quimioterdpico activo tampoco es
sorprendente porque ademas de implicar el diagnéstico de cancer, con un prondstico
variable en funcion de las distintas estirpes anatomopatoldgicas, el tratamiento
quimioterapico conlleva importantes toxicidades incluidas la inmunosupresion que
pueden condicionar la evolucion de la infeccion. Todo esto al igual que comentabamos
respecto al indice de Pitt y su asociacion con gravedad de la sepsis le confiere validez

interna a los datos recogidos.

El indice de McCabe-Jackson [151] es un indice del pronostico vital del
paciente en funcion de las enfermedades previas del mismo y de forma independiente
del proceso agudo en el cual se evalia. Este indice estd ampliamente validado en
distintos escenarios clinicos como bacteriemias por distintos patégenos [185,205—
209], unidades de cuidados intensivos [210,211], asociado con prolongacion de
estancia hospitalaria [212] y patologias no infecciosas. Respecto a la asociacion del
indice de Pitt con la gravedad de la sepsis, ya se ha comentado en el apartado anterior.
Respecto al cancer y el tratamiento quimioterapico activo, ambos confieren en muchos
casos per se un prondstico vital empobrecido ya sea de forma directa o secundaria a
complicaciones o toxicidades farmacologicas [213]. Es esperable en este escenario
clinico que el acontecimiento de un cuadro infecciosos intercurrente aumente la

mortalidad secundaria al mismo.

5.4.2.Presencia de fyuA como predictor de mortalidad

El hierro resulta esencial para multiples de los fenomenos celulares pero este es
un bien escaso. Para mejorar su aprovechamiento las bacterias patdgenas, incluyendo
E. coli en sus patotipos EXPEC, y mas especificamente UPEC, han desarrollado
multiples estrategias para obtener hierro del huésped. Dentro de estas estrategias esta

el receptor del sideroforo yersiniabactina, codificado por el gen fyuA.

La presencia de estos sider6foros yersiniabactina codificados por el gen fyuA
en las diferentes series es muy variable (Tabla 37), pero de todas formas bastante

frecuente dentro del genoma de E. coli. Puede variar del 51% observado en una
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coleccion de E. coli productor de BLEE [200] al 96% en una serie de nifios con ITU
[143].

De forma global en nuestra serie el gen fyuA se encontraba en el 75.8% de las
cepas estudiadas, no encontrando diferencias significativas entre focos, respuesta
inflamatoria a la sepsis ni origen. Unicamente se evidencié la diferencia en funcion de
la evolucion final del episodio, diferencia que se mantuvo en el analisis multivariante,
encontrando que la presencia de fyuA se asociaba de forma independiente con

evolucion fatal de la bacteriemia.

La literatura al respecto de la asociacion de este gen con mala evolucion clinica
es escasa y discrepante. Lefort et al [63] encontraron en el analisis univariante que este
gen era mas frecuente entre los supervivientes (78% vs. 66%) pero esta asociacion se
perdia en el analisis multivariante. Sin embargo el estudio de Jauréguy et al [145]
mostraba una asociacion opuesta, encontrando mas frecuente la presencia del gen fuyA
entre los fallecidos (87% vs. 78%), aunque este hallazgo no era estadisticamente

significativo.
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Tabla 37. Frecuencia de expresion del gen fyuA en distintos estudios publicados

Referencia Caracteristicas y nimero Prevalencia fyuA

182 Bacteriemias, focos no
especificados

J R Johnson et al, 2001 [194] 76%

182 Bacteriemias, 53% de foco
J R Johnson et al, 2002 [193] urinario o pulmonar 76%
Cepas controles ECOR

J R Johnson et al, 2005 [146] 100 Cistitis no complicadas 78%

50 cistitis,

50 PNF,

50 sepsis urinaria con BSI

50 sepsis no urinaria con BSI

Moreno et al, 2006 [144] 90.7%

77.6% Global
Mas frecuente en fallecidos
(87.5% vs 77.7%, NS)

161 Bacteriemias, 41% origen
urinario

Jauréguy et al, 2007 [145,197]

Rijavec et al, 2008 [198] 111?1?1 :;“gte“emla de origen 74%
76.4% Global
1051 bacteriemias, 56.9% de Mas frecuente en supervivientes
Lefortetal, 2011 [63] origen urinario (66% vs 78%, p<0.0025),

no significativo en modelo de RL

Marschall et al, 2012 [141] 156 ITU, 15% con bacteriemia ~ 83%
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5.4.3.Presencia de P fimbria como predictor de desenlace no fatal

Las fimbrias P, también denominadas PAP, de sus siglas en ingles
pyelonephritis-associated pili, son algunas de las estructuras que E. coli puede exhibir.
La designacion con la letra P se deriva de la capacidad de estas fimbrias de unirse
especificamente al antigeno del grupo sanguineo P que contiene un residuo de D-
galactosa-D-galactosa. Este enlace de las fimbrias no sélo es a los hematies, sino
también a un disacarido-galactosa especifico que se encuentra en la superficie de las

células del epitelio urotelial en aproximadamente el 99% de la poblacion [69].

Estas fimbrias P son estructuras altamente complejas, codificadas por multiples
genes, desde papC que codifica la estructura basal que la ancla a la membrana externa
de la pared bacteriana, hasta papG (en sus distintas variantes alélicas, las mas
frecuentes I, 11 'y Ill) en el extremo libre de la fimbria [214]. Otros genes y sus
respectivas proteinas que conforman la estructura helicoidal de estas fimbrias son:

PapA, PapD, PapE, PapK, PapF y PapH [125,214].

La proteina Pap C es la estructura de la base de la fimbria P, situada en la
membrana externa bacteriana, que actia como factor de unidén, conformando el
conjunto chaperona-acomodador (usher) sobre el que se desarrolla la biogénesis de la
fimbria [214]. Las distintas subunidades son traslocadas mediante la maquinaria Sec a
través de la membrana interna, para después asociarse a las proteinas periplasmicas de
la chaperona quien facilitard su paso a la membrana externa desde donde se secretaran

y conformaran la estructura ordenada de la fimbria [125].

Por el contrario, la proteina Pap G se sitia en el extremo mas distal de las
fimbrias P y media en la adhesion a la célula huésped [91] y en su inmunogenicidad
con el huesped. Se han identificado 3 tipos de adhesinas PapG, nombradas I, II y III,
que reconocen las wvariantes del cluster de diferenciacion no proteico
globotriasylceramide de la superficie de la célula huésped, particularmente en el rifion
[91]. Estas proteinas del extremo distal de las fimbrias P estan codificadas por el gen

papG en sus variantes alélicas I, 11 y 1l respectivamente.

No existe uniformidad en los diferentes estudios evaluados en la metodologia
para determinar la presencia e implicacion de las fimbrias P. Aunque la mayoria de

ellos realizan estudio genético por PCR de los genes papC y/o papG (alelos I, 11y 1),
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existen algunos trabajos que estudian el resto de subunidades de la Fimbria P [65] o

una reaccion de aglutinacion frente a proteinas de las fimbrias P [147].

Con estas pequefias particularidades en la metodologia de la determinacion
observamos en la Tabla 38 que la frecuencia de alguno de los genes que codifican para
las fimbrias P puede variar del 25% [200] al 87% [143]. Si nos fijamos en los distintos
genes analizados observamos que tan solo en la serie de Johnson et al [194] se
identifico un 1% de la poblacion con papG alelo I presente, siendo negativo en el resto
de series que lo analizd. Respecto a papC, puede variar entre el 5% [195] al 87%
[143], con la mayoria de los aislados entre el 40 y 50%. Las variantes alélicas Il y IlI
de papG se encuentran en proporciones variables, entre el 5% y el 71%, siendo una

constante la mayor frecuencia de la variante alélica Il respecto a la Ill.

La presencia de al menos uno de los genes que codifican para las fimbrias P en
nuestra serie fue del 49.2%, dentro del amplio margen de frecuencia expuesto con
anterioridad. Asimismo como en el resto de literatura, ninguna de las cepas estudiadas
presentaba el alelo | de papG. El 30% de nuestras cepas presentaba una PCR positiva
para papGll y un 10% para papGlll, proporciones similares a las halladas en otros

estudios.

Todos los genes que estan implicados en las Fimbrias P analizados en nuestro
estudio se encontraban en mayor proporcidon entre los pacientes supervivientes que
entre los fallecidos (54% vs 33.3% para papC, 33.3% vs 21.7% para papGll, 11.5% vs
6.1% para papG Ill). Estas diferencias se hicieron estadisticamente significativas y de
forma independiente a otros factores en el analisis de regresion logistica cuando se
analizaron como la presencia de alguno de los 3 genes mencionados previamente

(55.2% vs 33.3%, OR 0.094).
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Tabla 38. Frecuencia de expresion genes de las Fimbrias P en distintos estudios publicados

Referencia papC papG 1l papG Il  papG Il  Fimbrias P

Johnson & Stell, 2000 [111] 77% ND 71% 7% 76% **

Johnson et al, 2001  [192] 40.3% 0 20% 15.3% 36.1%**

Wang et al, 2002 [121] ND 0 51.9% 6.6%

15% cistitis
Ruiz et al, 2002 [191] 57% pielonef ND ND ND ND
66% prostatitis

Johnson et al, 2005 [146] 46% 0 31% 17%

Lavigne et al, 2006 [196] ND 0 30.3% 42.4%

Bonacorsi et al, 2006 [143] 87% ND 67% 6%

Ananias & Yano, 2008 [159] 65% ND 61.5% 20.5%

Cooke et al, 2010 [199] ND 0 41% 6%

Skjgt-Rasmussen et al, 2012 [65] ND ND ND ND 71%

Rodriguez-Bafio et al, 2012 [200]  24% 0 16% 4%

* por aglutinacion; ** al menos un gen de P fimbrias presente; *** pap; * papA-H; ™ prf (P-related fimbriae, segin

[215]). Para caracteristicas de las poblaciones y numero de aislados incluidos en cada estudio ver Tablas 34y 35.
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Los datos previos de la literatura relativos a la implicacion de las fimbrias P en
la mortalidad son discrepantes. Asi Jauréguy et al [145] encontraron que el alelo 111 de
papG estaba relacionado con pacientes inmunocompetentes, con infeccion de origen
comunitario y con evolucioén fatal de la bacteriemia; sin embargo en el estudio
COLIBAFI [63] papG Il se asociaba con justo lo contrario, pese que de igual modo

predominaba en pacientes con infeccion de origen urinario.

El mecanismo para este efecto protector encontrado en nuestra serie es
desconocido, pudiendo estar relacionado con la importante inmunogenicidad que
conllevan estos elementos moviles de E. coli, fendmeno que esta llevando al desarrollo
de patentes para vacunas asociadas a esta inmunogenicidad [216] lo que ayudaria a

desarrollar una respuesta inmune mas precoz y potente frente a la infeccion.

En otros trabajos se han encontrado genes protectores de evolucion fatal, como
en el llevado a cabo por Hekker et al [147]. Los autores encontraron que la produccion
de hemolisina, medida como produccion proteica y no como la presencia del gen hylA
se asociaba de forma independiente con menor probabilidad de desarrollo de shock
séptico, fallo multiorganico y muerte, de forma independiente a los factores del
huésped. Si bien es cierto que en nuestro trabajo solo evaluamos la presencia o
ausencia de determinados genes y no su expresion proteica, estos hallazgos en relacion
a hlyA no los corroboramos, encontrando que la presencia de hylA entre los grupos de
sepsis grave y leve y entre fallecidos y no fallecidos no presentd diferencias
estadisticamente significativas, con una mayor presencia en los casos de sepsis grave

(29% vs 20%) y menos en los fallecidos (14% vs 28%).
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5.5.Consideracion finales: limitaciones del estudio y oportunidades

de mejora

Después de la realizacion del presente trabajo y de la revision exhaustiva de
estudios similares llama la atencién que, pese a tratarse de estudios de adecuada
calidad metodolégica, los resultados no sean definitivos y concordantes, puesto que
tanto los trabajos previos como el presente expuesto en esta Tesis obtienen resultados
significativos pero estos resultan discordantes entre si. Esta discordancia
probablemente se explica por la compleja interrelacion de las dos variables
involucradas, el paciente y el patdgeno. Mas compleja si cabe en este caso ya que E.

coli y huésped pueden convivir de forma simbidtica a nivel del colon.

En referencia al huésped, si bien es cierto que el nimero de pacientes incluidos
en nuestro trabajo es comparativamente menor que en otras series multicéntricas [64]
que pretendian esclarecer la posible implicacion de los factores genéticos de E. coli en
la evolucidn clinica de las infecciones bacteriémicas por dicho patdégeno, el nimero de

pacientes no parece ser el elemento clave para obtener dichos resultados.

Un factor importante dependiente del huésped, y que puede estar involucrado
en nuestro estudio, es su diversidad y la dificultad en hacerla completamente
comparable. El uso de multiples escalas, de sepsis, de comorbilidad, pronosticas,
etc..., en un intento de homogeneizar a los pacientes no parece simplificar de forma
completa este factor, y puede que deba modificarse el abordaje, ya que solo
incrementando el numero de individuos incluidos puede no ser suficiente. A este
respecto, la gendmica humana puede en el futuro identificar factores genéticos cuyos
efectos se solapen con los de los parametros clinicos utilizados de forma habitual
actualmente Por poner un ejemplo hipotético, quizé haya personas genéticamente mas
susceptibles a CNF que hoy identificamos parcialmente por su edad o su estado
inmune. En referencia también al huésped, la escasa mortalidad relacionada con
la bacteriemia observada en el presente trabajo puede limitar las conclusiones

referentes a factores genéticos de E. coli asociados con el mal pronoéstico.

La diversidad genética de E. coli también dificulta este tipo de estudios. La
mayoria de los trabajos publicados, incluyendo éste, analizan una serie limitada (en
torno a 20 6 25) de factores de virulencia conocidos y definidos previamente, pero que

suponen aproximadamente un 0.5% del genoma completo y un 0.1% del pangenoma
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de E. coli, lo que resulta claramente poco representativo su genoma total. Uno de los
posibles abordajes de esta cuestion es la secuenciacion gendmica completa del
patégeno, que podria identificar nuevos genes asociados a situaciones clinicas
definidas o quiza descartar la existencia de asociaciones significativas. Otro abordaje
que unifica el patdgeno es seleccionar unicamente el clon actualmente mas prevalente
a nivel mundial, el ST131. No podemos dejar de lado que la seleccion del clon ST131
tiene dos inconvenientes fundamentales por un lado, esto deja fuera del estudio a
muchos pacientes infectados por otros clones y ademds, aunque los aislados

pertenecientes a ST131 son mucho mas homogéneos tampoco son idénticos.

Ademas cabe destacar que la deteccion de la presencia de un determinado gen
no implica obligatoriamente la expresion del mismo y por ende su activiad. Este
analisis de expresion proteica y actividad aunque pueda dar mayor solidez a los datos,
la dificultad técnica que conlleva lo aleja de la aplicabiliad clinica que en el fondo se

pretende.

Concluir que, por todo lo previamente expuesto, probablemente el estudio de la
interrelacion huésped-patogeno y su correlacion con gravedad clinica o mal prondstico
en infecciones por E. coli deba modificarse conceptualmente, dando paso a tecnologia
de secuenciacion gendmica completa de ambos elementos y uso de herramientas

informaticas potentes para el andlisis de los datos.
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6. Conclusiones

1. Determinados factores de virulencia de E. coli pueden estar implicados en el
desarrollo de sepsis grave/shock séptico y muerte en pacientes con bacteriemia
por dicho patégeno. Sin embargo, los factores clasicos dependientes del

huésped siguen jugando un papel pronostico fundamental.

2. El indice de Pitt y la presencia de los genes de E. coli cnf y blargm, se asocian

significativamente con desarrollo de sepsis grave o shock séptico.

3. El tratamiento quimioterapico activo, el indice McCabe-Jackson, el indice de
Pitt y la presencia del gen fyuA se asocian de manera independiente con la

evolucion fatal de la bacteriemia.

4. La presencia de al menos uno de los genes que codifican las fimbrias P, papC,

papG alelo I o papG alelo 11, se asocia con una mayor superviviencia.

5. El papel de blargm en el desarrollo de sepsis grave o shock séptico no esta

definido y parece independiente de su actividad betalactamasa.
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8. Anexos

ANEXO A: Comunicaciones a congresos

e Virulence Factor Gene cnf and B-lactamase Gene TEM are Associated with an
Increased Severity of Escherichia coli Blood Stream Infections.
M Mora-Rillo, N Fernandez-Romero, C Navarro-San Francisco, MP Romero-
Gomez, JR Pano-Pardo, JR Arribas-Lopez, J Mingorance.
Presentado como Comunicaciéon Poster (D-1452) en la 52* Interscience
Conference of Antimicrobial Agents and Chemotherapy (ICAAC) celebrada en
San Francisco, del 9 al 12 de Septiembre de 2012.

e The presence of the fyuA and P fimbria genes are related with mortality in
Escherichia coli Blood Stream Infections.
M Mora-Rillo, N Fernandez-Romero, C Navarro-San Francisco, MP Romero-
Gomez., JR Pano-Pardo, JR Arribas-Lopez, J] Mingorance.
Presentado como Comunicacion Oral (Abstract Nr. 1019) en el 23 European
Congress of Clinical Microbiology and Infectious Diseases (ECCMID), celebrado
en Berlin, del 27 al 30 de Abril de 2013.
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ANEXO B: Informe Comité de Etica

SaludMadrid

. A% o ’
l-xrm:\‘]n: &
Don Aggonio Gil }Sguadn

‘;QM Hospital Universitario La Paz

B8 comunidad de Madrid

INFORME DEL COMITE ETICO DE INVESTIGACION CLINICA

Don Antonio Gil Aguado, Presidente del Comité Lico de Investigacion Clinica del Hospiral
Universitario La Paz

CERTILEICA

Que este Comuté ha evaluado la propuesta del el Dr. Jesas Mingorance Cruz del Servicio de
Microbwologia del Hospiral La Paz para que se realice el proyecto de invesdgacion urulado
“IMPLICACION DE LA ISLA DE PATOGENICIDAD Usp DE ESCHERICHIA COLI
EN EL DESARROLLO DE SINDROME DE RESPUESTA INFLAMATORIA
SISTEMICA: EPIDEMIOLOGIA Y MECANISMOS MOLECULARES”, codigo HULP:
PI-954

v considera que teniendo en cuenta la respuesta a las aclaraciones solicitadas:

Se cumplen los requisitos necesarios de 1doneidad del protocolo en relacion con los objenvos
del estudio y estan jusoficados los niesgos v molesnas previsibles para el sujeto.

La capacidad del invesugador y los medios de disponibles son apropiados para llevar a cabo el

estudio.

Es adecuado el procedimiento para obrener el consentimiento informado v no interfiere con el

respeto a los postulados éncos.

Y que este Comité acepta que dicho proyecto de investgacion sea realizado en el Hospiral
Universitario La Paz por el Dr. Jesis Mingorance Cruz del Servicio de Microbiologia del Hospital
La Paz como investgador principal.

Lo que firmo en Madrid a 7 de Junio de 2010
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ANEXO C: Hoja de Recogida de datos

Hoja de Recogida de datos, pagina 1

Implicacion de USP de E Coli en SRIS J Mingorance

HOJA RECOGIDA DE DATOS ID Paciente

ID Muestra

Fecha muestra

| Datos Demograficos

F nacimiento Sexo H/M  F Ingreso 5°de Ingreso

| Antecedentes personales

IAM Hepatopatia cronica

| [ICC Hepatopatia moderada/grave
Arteriopatia Periférica Tumor Tto oncologico
Hemiplejia Leucemia activo
Enfermedad cerebrovascular Linfoma Si
Demencia Cancer No
Enfermedad Pulmonar Crénica SIDA
Enfermedad Tejido conectivo Transplante de 6rgano sélido
Ulceras Transplante hematopoyético
Insuficiencia renal Corticoides ( dosis > 1mg/kg x > 1mes)
moderada/grave
Diabetes Ttos Biolégicos
[ [ ]con complicaciones Otros inmunodepresores
Trasplante renal si /no Fecha transplante Tto.AB profilactico si/no
Rechazo Agudo si/no Rechazo: Intersticial /Humoral
CMV: No / Enfermedad / replicacion
Tratamientos inmunosupresores en transplante renal
Historico
Corticoides si/no Ciclosporina si/no Micofenolato si/no
Timoglobulina si/no OKT3 simo Basiliximab si/no
Rituximab si/no Tacrolimus si/no M-Tor si/no
Plasmaferesis si/no Imnumoglobulina iv si/no
Actual
Corticoides si/no Ciclosporina si/no Micofenolato si/no
Timoglobulina si/no OKT3 sino Basiliximab si/no
Rituximab si/no Tacrolimus si/no M-Tor si/no
Plasmaferesis si/no Imnumoglobulina iv si/no
Bacteriemia

Factores de riesgo
- Urinario si/no
= Alteracion primaria o secundaria de la via urinaria si/no
= Catéteres urinarios si/no. Tipo: SV, Pigtail, Otros

- Digestivo si/no
=  Cuadro abdominal agudo en dias previos si/no
= Diverticulosis conocida simo

- Otros

- Desconocido

Lugar de adquisicién
Nosocomial Relacionada con la asistencia sanitaria Comunitaria

= JTU si/no Clinica si/no Analitica/microbioldgica si/no
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Hoja de recogida de datos, pagina 2

Implicacion de USP de E Coli en SRIS J Mingorance

Exploracion fisica

TAS TAD Evento hipotensivo si/no

FC FR Temperatura

GCS Status mental: alerta / desorientado /estuporoso / comatoso
Evolucion

Ingreso en UVI si/no Ventilacion mecanica si/mo

Necesidad de aminas vasoactivas sino

Necesidad de dialisis si/no

Datos analiticos

Leucocitos Neutrofilos Hematocrito PCR
Creat HCO3- venoso Na K
Tratamiento
Fecha/hora Bacteriemia Fecha/hora inicio tto empirico
Empirico: Fecha inicio Principio activo Via: iv/oral

Adecuado si/no

Dirigido: Fecha de inicio Principio activo Via: iv/oral

Evolucion al alta

Fecha de alta hospitalaria

Recaida clinica

Fecha de Exitus Causa de Exitus
Fecha de reingreso Motivo Reingreso
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ANEXO D: Consentimiento informado

Consentimiento informado, pagina 1

APENDICE 5: Hoja de informacion al paciente y consentimiento informado

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE

TITULO DEL ESTUDIO: Implicacion de la isla de patogenicidad Usp de Escherichia
coli en el desarrollo de sindrome de respuesta inmune sistémica: epidemiologia vy
mecanismos moleculares

INVESTIGADOR PRINCIPAL: Dr. Jesus Mingorance, Servicio de Microbiologia.
CENTRO: Hospital Universitario La Paz.

INTRODUCCION

Nos dirigimos a Usted para informarle sobre un estudio de investigacion en el que se le
invita a participar. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de Investigacion
Clinica del Hospital Universitario La Paz.

Lea esta hoja informativa con atencion y nosotros le aclararemos las dudas que le
puedan surgir después de su lectura.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

Este estudio esta dirigido a conocer si existe alguna caracteristica molecular en la
bacteria Escherichia coli que haga que las infecciones producidas por la misma sean
mas graves. Este estudio se realizara sobre la bacteria aislada en su sangre causante de
la infeccion que le ha hecho ingresar, sin que precise de otras extracciones de sangre
distintas de las necesarias para su cuidado y tratamiento.

Es importante destacar que NO se trata de un ensayo clinico, sino que es un estudio
observacional no intervencionista, es decir, ¢l hecho de participar en este estudio no
implicara recibir tratamientos ni pruebas adicionales a las que se recibirian en caso de
no estar en el estudio. Por tanto, la participacion en el estudio no implica ningin
inconveniente o riesgo adicional.

CONFIDENCIALIDAD

Los datos recogidos para el estudio estaran identificados mediante un codigo
cumpliendo todos los requisitos de la ley Orgdnica 15/1999 de proteccion de datos de
caracter personal (BOE n° 298 de 14-12-1999).

PARTICIPACION VOLUNTARIA

Debe saber que su participacion en este estudio es voluntaria y que puede decidir no
participar o cambiar su decision y retirar el consentimiento en cualquier momento sin
que por ello se altere la relacion con su médico ni se produzea perjuicio alguno en su
tratamiento
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Consentimiento Informado, pagina 2

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Estudio: Implicacion de la isla de patogenicidad Usp de Escherichia coli en el
desarrollo de sindrome de respuesta inmune sistémica: epidemiologia y mecanismos
moleculares

Yo (nombre y apellidos)

He leido la hoja de informacion que se me ha entregado.
He podido hacer preguntas sobre el estudio.
He recibido suficiente informacion sobre ¢l estudio

He hablado con (nombre del investigador). ... iiiiieii e e

Comprendo que mi participacion es voluntaria y que puedo retirarme del estudio,
cuando quiera, sin tener que dar explicaciones vy sin que esto repercuta en mis cuidados
médicos

Presto libremente mi conformidad para participar en el estudio y doy mi consentimiento
para el acceso y utilizacion de mis datos en las condiciones detalladas en la hoja de
informacion.

Accedo a que las muestras de sangre obtenidas puedan ser utilizadas en el futuro para
nuevos analisis relacionados con la enfermedad.

Firma del paciente: Firma del investigador:
Nombre: Nombre:
Fecha: Fecha:

TUTOR LEGAL O FAMILIAR

SEnlle el panierde O s s s T T s S

0 Delega su responsabilidad en mi

a  Noes competente para decidir en este momento

a Desea libremente, ante testigos, compartir conmigo su decision, sin menoscabo de la
confidencialidad que el caso requiera.

Tutor legal o familiar (nombre y dos apellidos) ...

Firmado DML, Fecha. ..o
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