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Resumen

Shigella flexneri, Shigella sonnei, Shigella dysenteriae y Shigella boydii son los
agentes etioldgicos de la shigelosis. Esta infeccion en los paises de rentas altas se
relaciona con viajes a regiones endémicas, aunque también se ha documentado su
adquisicion por via sexual en hombres que mantienen relaciones sexuales con
hombres (HSH).

Entre 2015-2019 se identificd que el 55% y el 24,3% de los aislados de S. flexneri y
S. sonnei, respectivamente, obtenidos en el Servicio de Microbiologia del Hospital
Vall d’Hebron, estuvieron asociados a HSH. Estos aislados mostraban una mayor
resistencia a diversas familias de antimicrobianos, como son la azitromicina o el
ciprofloxacino, respecto a los aislados obtenidos por otras vias, como son los viajes
a zonas endémicas. Los analisis filogendmicos permitieron identificar linajes
especificos de S. flexneri y S. sonnei circulantes entre HSH con una estrecha
relacion genética, que a su vez eran proximos a los descritos en brotes entre HSH del

Reino Unido y Australia.

Posteriormente, durante 2020-2021, observamos un aumento significativo de
Shigella resistente a cefalosporinas de tercera generacién, asociado a la produccion
de p-lactamasas de espectro extendido (BLEE). Este aumento estuvo principalmente
vinculado a S. sonnei (68%) y en menor medida a S. flexneri (14%) procedentes de
HSH, que expresaban blactx.m.27 Y que ademas también presentaban resistencia al
ciprofloxacino, la azitromicina o el cotrimoxazol. El analisis gendmico mostré que
los aislados de S. sonnei productores de BLEE formaban parte de un cluster
monofilético, que incluia aislados obtenidos previamente en el Reino Unido y en
Australia, sugiriendo una diseminacion local e intercontinental. Asi mismo
describimos por primera vez la transmision clonal de S. flexneri 2a productora de

BLEE vy resistente a las fluoroguinolonas entre HSH.

La transmision de enterobacterias multirresistentes no patégenas por via sexual esta

escasamente estudiada. Con el fin de confirmar este hecho, estudiamos la



colonizacién por parte de estos microrganismos en HSH que acudian a realizarse un
cribado de ITS en el centro de Enfermedades Transmisibles Vall d"Hebron-
Drassanes (Barcelona). Este estudio revelé que un 17,5% de los pacientes HSH eran
portadores Escherichia coli productor de BLEE, prevalencia superior a la
documentada previamente en la poblacion general de Barcelona (4,7%). El analisis
gendmico de los aislados revel6 que las BLEE méas detectadas fueron SHV-12
(28,6%), CTX-M-15 (28,6%) y CTX-M-27 (19%). A su vez, se detectaron diversos
mecanismos de resistencia a diferentes familias de antimicrobianos como las
fluoroquinolonas, los macrélidos, el cotrimoxazol y las tetraciclinas; y diversos
determinantes de virulencia asociados a la capacidad de colonizacion, adherencia,
resistencia a suero y produccién de toxinas. Por lo que respecta a la epidemiologia
molecular, los ST més prevalentes fueron el ST14 (28,6%) y el ST131 (19%). La
distancia genética entre algunos de estos aislados fue muy estrecha, sugiriendo una
transmision reciente. Adicionalmente, en la comparacién genética de nuestros
aislados y los obtenidos en un estudio similar llevado a cabo en Paris, se observo
que entre los aislados del ST14, las distancias eran también reducidas en algunos

casos, sugiriendo la posible circulacion de este linaje entre ambos paises en HSH.

Los resultados recogidos en esta tesis demuestran la transmision de Shigella y E.
coli por via sexual entre la comunidad HSH de Barcelona. Es de especial relevancia
el incremento de la resistencia detectado en Shigella spp. en este colectivo y la
interconexion con clones de distribucion global, hecho que supone un riesgo
importante para la salud publica. Estos resultados sefialan la importancia de la
vigilancia internacional colaborativa de microorganismos multirresistentes con el fin
de identificar rdpidamente su emergencia, asi como la necesidad de implementar
medidas que permitan el diagndstico precoz y el rastreo de contactos para reducir su

diseminacion.



Resum
Shigella flexneri, Shigella sonnei, Shigella dysenteriae i Shigella boydii son els
agents etiologics de la shigel-losi. Aquesta infeccié als paisos amb rendes altes es
relaciona amb viatges a regions endemiques, encara que també s'ha documentat la
seva adquisicio per via sexual en homes que mantenen relacions sexuals amb homes
(HSH).

Entre 2015-2019 es va identificar que el 55% i el 24,3% dels aillats de S. flexneri i S.
sonnei, respectivament, obtinguts al Servei de Microbiologia de I'Hospital Vall
d’Hebron, van estar associats a HSH. Aquests aillats mostraven una major
resistencia a diverses families d'antimicrobians, com son [I’azitromicina o la
ciprofloxacina, respecte als aillats obtinguts per altres vies, com viatges a zones
endémiques. Addicionalment, les analisis filogenomiques van permetre identificar
llinatges especifics de S. flexneri i S. sonnei circulants entre HSH amb una estreta
relacio genetica, que alhora eren proxims als descrits en brots entre HSH del Regne

Unit i Australia.

Posteriorment, durant 2020-2021, observem un augment significatiu de Shigella
resistent a cefalosporines de tercera generacid, associat a la produccio de B-
lactamases d'espectre estés (BLEE). Aquest augment va estar principalment vinculat
a S. sonnei (68%) i en menor mesura a S. flexneri (14%) procedents de HSH, que
expressaven blactxmzz | que a més també presentaven resistencia a la
ciprofloxacina, I’azitromicina o el cotrimoxazole. L'analisi genomica va mostrar que
els aillats de S. sonnei productors de BLEE formaven part d'un clister monofilétic,
que incloia aillats obtinguts préviament al Regne Unit i a Australia, suggerint una
disseminacio local i intercontinental. Aixi mateix descrivim per primera vegada la
transmissio clonal de S. flexneri 2a productora de BLEE i resistent a les

fluoroquinolones entre HSH.

La transmissio d'enterobacteris multirresistents no patogens per via sexual esta
escassament estudiada. Amb la finalitat de confirmar aquest fet, estudiem la

colonitzacid per part d'aquests microorganismes en HSH que acudien a realitzar-se
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un cribratge de ITS en el centre de Malalties Transmissibles Vall d"Hebron-
Drassanes (Barcelona). Aquest estudi va revelar que un 17,5% dels pacients HSH
eren portadors de Escherichia coli productor de BLEE, prevalenca superior a la
documentada préviament en la poblacié general de Barcelona (4,7%). L'analisi
genomica dels aillats va revelar que les BLEE més detectades van ser SHV-12
(28,6%), CTX-M-15 (28,6%) i CTX-M-27 (19%). A més, es van detectar diversos
mecanismes de resisténcia a diferents families d'antimicrobians com les
fluoroquinolones, els macrolids, el cotrimoxazole i les tetraciclines; i diversos
determinants de viruléncia associats a la capacitat de colonitzacid, adheréncia,
resistencia al sérum i produccié de toxines. Pel que respecta a I'epidemiologia
molecular, els ST més prevalents van ser el ST14 (28,6%) i el ST131 (19%). La
distancia genética entre alguns d'aquests aillats va ser molt estreta, suggerint una
transmissio recent. Addicionalment, en la comparacio geneética dels nostres aillats i
els obtinguts en un estudi similar dut a terme a Paris, es va observar que entre els
aillats del ST14, les distancies eren també reduides en alguns casos, suggerint la

possible circulacié d'aquest llinatge entre tots dos paisos en HSH.

Els resultats recollits en aquesta tesi demostren la transmissio de Shigella i E. coli
per via sexual entre la comunitat HSH de Barcelona. Es despecial rellevancia
Iincrement de la resistencia detectat en Shigella spp. en aquest col-lectiu i la
interconnexié amb clons de distribucié global, fet que suposa un risc important per a
la salut publica. Aquests resultats assenyalen la importancia de la vigilancia
internacional col-laborativa de microorganismes multirresistents amb la finalitat
d'identificar rapidament la seva emergéncia, aixi com la necessitat d'implementar
mesures que permetin el diagnostic precog i el rastreig de contactes per a reduir la

seva disseminacio.
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Abstract

Shigella flexneri, Shigella sonnei, Shigella dysenteriae and Shigella boydii are the
etiologic agents of shigellosis. In high-income countries, this infection is associated
with travel to endemic regions, although sexual acquisition in men who have sex

with men (MSM) has also been documented.

During 2015-2019, the 55% and 24.3% of S. flexneri and S. sonnei, respectively,
obtained at the Microbiology Department of the Vall d'Hebron Hospital, were
associated with MSM. These isolates showed higher resistance rates to various
antimicrobials, such as azithromycin or ciprofloxacin, compared to the isolates
obtained by other sources, such as travel to endemic areas. The phylogenomic study
allowed us to identify specific lineages of S. flexneri and S. sonnei circulating
among MSM with a close genetic relationship, which in turn were close to those

described in outbreaks among MSM from the United Kingdom and Australia.

Afterwards, during 2020-2021, a significant resistance increase to third-generation
cephalosporins in Shigella was observed, which was associated with the production
of extended-spectrum B-lactamases (ESBL). This increase was mainly found in S.
sonnei (68%) and S. flexneri (14%) from MSM, encoding blactx.m-7 and showing
resistance to ciprofloxacin, azithromycin and/or cotrimoxazole. Genomic analysis
showed that the ESBL-producing S. sonnei isolates were part of a monophyletic
cluster, which included isolates previously obtained in the United Kingdom and
Australia, suggesting a local and an intercontinental spread. We also describe for the
first time the clonal transmission of ESBL-producing S. flexneri 2a resistant to

fluoroquinolones among MSM.

The transmission of nonpathogenic multidrug resistant enterobacteria through sexual
contact has been scarcely studied. To confirm this, we studied the colonization by
these microorganisms in MSM who attended the Vall d'Hebron-Drassanes
Communicable Diseases Center (Barcelona) for a STI screening. This study
revealed that 17.5% of MSM were carriers of an ESBL-producing Escherichia coli,

a higher prevalence than the previously documented in the general population of

X1



Barcelona (4.7%). The genomic analysis of the isolates revealed that the most
detected ESBLs were SHV-12 (28.6%), CTX-M-15 (28.6%) and CTX-M-27 (19%).
Additionally, other resistance mechanisms to different antimicrobials families, such
as fluoroquinolones, macrolides, cotrimoxazole and tetracyclines, were detected.
Also, virulence determinants were identified associated with colonization capacity,
adherence, serum resistance and toxin production. Regarding molecular
epidemiology, the most prevalent STs were ST14 (28.6%) and ST131 (19%). The
genetic distance between some of these isolates was very close, suggesting a recent
transmission. Additionally, in the genetic comparison of our isolates and those
obtained in a similar study carried out in Paris, it was observed a low genetic
distance between several isolates belonging to ST14, suggesting the circulation of

this lineage between both countries in MSM.

The results included in this thesis demonstrate the sexual transmission of Shigella
and E. coli among the MSM community of Barcelona. Of special relevance is the
increase in resistance detected in Shigella spp. in this group and the interconnection
with clones of global distribution. These results reinforce the importance of
collaborative international surveillance of multidrug resistant microorganisms for
rapid identification of its emergence as well as the need to implement measures that
allow early diagnosis and contact tracing of cases among MSM to reduce its

dissemination.
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1. Shigella

En la Grecia antigua, Hipdcrates (460-377 A.C.) utilizo “disenteria” para designar la
evacuacion dolorosa y frecuente de heces sanguinolentas y mucosas. No fue hasta el
siglo XIX cuando la amebiasis y la disenteria bacilar fueron separadas,
describiéndose por primera vez en 1898 por Kiyoshi Shiga la presencia de bacterias
en heces procedentes de pacientes con disenteria. Estas las denomind Bacillus
dysenteriae por su similitud con el previamente descrito Bacillus coli (E. coli en la
actualidad). En 1940 se acord6 establecer el género Shigella para agrupar 4 especies
descritas los afios anteriores basado en analisis serolégicos: Shigella dysenteriae
(serogrupo A), Shigella flexneri (serogrupo B), Shigella boydii (serogrupo C) y
Shigella sonnei (serogrupo D). Estas se subdividen en serotipos basados en el
reconocimiento por anticuerpos de las diferentes estructuras del antigeno O, en el
caso de S. dysenteriae son 15, 14 en S. flexneri, 20 en S. boydii y finalmente S.
sonnei solo dispone de un serotipo [1-3].

Basado en estudios genémicos, se ha observado que las cuatro especies del género
Shigella en realidad forman parte de una Unica especie junto a Escherichia coli,
siendo por tanto consideradas un patotipo de esta especie. Sin embargo, se mantiene
como un género diferente por razones historicas [2,4]. Shigella es el principal agente
etioldgico de la shigelosis, la cual afecta a humanos y a algunos primates. Esta es
una infeccidn gastrointestinal caracterizada por la invasién del epitelio colono-rectal.
Su transmision se produce por via fecal-oral, ya sea por contacto directo entre
personas o indirecto a través de comida o agua contaminada. Asimismo, las moscas
también podrian jugar un papel importante en la transmision del microorganismo,
sobre todo en climas tropicales. La dosis infectiva de Shigella es baja, se estima
alrededor de 10 a 100 bacterias, hecho que la hace altamente transmisible. E. coli
enteroinvasivo (EIEC) posee muchos de los determinantes de virulencia presentes en
Shigella, produciendo una patologia indistinguible, aunque la dosis infectiva

estimada es 1000 veces superior [2,5,6].
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En la mayoria de los casos, la shigelosis es una infeccion autolimitada, que tras entre
uno a cuatro dias de incubacién, puede producir desde una diarrea leve hasta una
diarrea mucoide sanguinolenta acomparfiada de calambres abdominales dolorosos,
fiebre y tenesmo (esfuerzo improductivo y doloroso). Los pacientes suelen
recuperarse en un periodo de siete a diez dias, aunque pueden producirse
complicaciones poco frecuentes que incluyen: anomalias metabdlicas, sepsis,
convulsiones, prolapso rectal, megacolon tdxico, perforacion intestinal y sindrome
hemolitico-urémico. El rango sintomético depende de la especie causante de la
infeccion, S. dysenteriae es la especie mas virulenta; y del estado inmune del
paciente, siendo las personas con problemas de malnutricibn o

inmunocomprometidas las mas susceptibles a complicaciones [3,5,6].

I.  Epidemiologia
La shigelosis es una de las principales causas de mortalidad y morbilidad infantil. Se
estima que en 2016 causé 212.438 muertes globalmente, siendo la segunda causa de
muerte por diarrea a nivel mundial en todas las franjas de edad. Aun asi, la tasa de
mortalidad habria disminuido en un 55,5% desde 1990, afio en el cual se registraron
6,45 muertes por 100.000 personas, y 2016 con una estimacion de 2,87 muertes por
100.000 personas. En cuanto a distribucion geografica, la cual se puede observar en
la Figura 1, el mayor nimero de muertes por 100.000 personas por shigelosis en
todas las edades se registro en el este del Africa sud-Sahariana (3,8 muertes por
100.000), aunque el namero total fue superior en el sur de Asia también conocida
como Asia meridional o Asia del sur, la cual comprende el subcontinente indio y
Afganistan. En cuanto a la mortalidad en menores de 5 afios fue muy superior en el
este y el oste del Africa sud-Sahariana (8,8 y 8 muertes por 100.000,

respectivamente) [7].
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Figura 1: Mapa sobre ratio de mortalidad por Shigella por cada 100.000 personas en 2016 para todas
las edades por paises. ATG=Antigua y Barbuda. VCT= San Vicente y las Granadinas. LCA=Santa
Lucia. TTO=Trinidad y Tobago. Isl=lIslas. FSM= Estados Federados de Micronesia. TLS= Timor
Oriental Tomado de Khalil et al. 2018 [7].

Kiribati

Varios estudios concluyen que las especies de Shigella se distribuyen mundialmente
con relacion al nivel econémico del pais. S. flexneri es la especie mas prevalente a
nivel global y se detecta principalmente en paises de rentas bajas. Por el contrario, S.
sonnei es mas frecuente en paises de rentas altas. Recientemente, en paises en los
gue se ha experimentado un crecimiento econémico importante como China, se ha
detectado una disminucién de S. flexneri en favor de S. sonnei. Las razones por las
cuales se produce un incremento de S. sonnei contra-intuitivo en paises en los que a
raiz del crecimiento econémico se prevé una mejora del saneamiento del agua estan
aun por determinar. No obstante, una de las hipdtesis es que el aumento de la
salubridad del agua ha producido una disminucion de Plesiomonas shigelloides, el
cual comparte antigeno O con S. sonnei, lo que podria haber reducido la inmunidad
por proteccion cruzada de la poblacion. Otra posible hip6tesis es que S. sonnei
presente una capacidad mas elevada de adquisicion y mantenimiento de elementos

genéticos moviles en los que se encuentren codificados determinantes de resistencia
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a antibidticos, hecho que le otorgaria una ventaja respecto a S. flexneri, aunque esta
afirmacion sigue siendo discutida. No obstante, se prevé que a medida que mas

paises mejoren la calidad del agua, S. sonnei incrementara su prevalencia [8-10].

S. dysenteriae y S. boydii son especies menos prevalentes, se estima que producen
en torno a un 10% de los casos de shigelosis. S. boydii se detecta principalmente en
Bangladesh y el sudeste asiatico y S. dysenteriae tipo 1 es responsable de brotes
epidémicos puntuales que se diseminan rapidamente y muchas veces estan asociados
con guerras 0 hambruna como los detectados en Ruanda entre el 1993-1995, en

Sierra Leone en el 1999 o los brotes ciclicos que se observan en Bangladesh [8,11].

Il.  Estructura poblacional

Los anélisis gendmicos de las cuatro especies de Shigella junto con genomas de E.
coli han demostrado que el género Shigella tiene un origen parafilético, por lo que
habria evolucionado diversas veces de forma independiente de E. coli. Asimismo, no
solo el origen del género Shigella es parafilético, tal y como se puede observar en la
Figura 2, también las especies S. dysenteriae, S. flexneri y S. boydii muestran un
origen parafilético respectivamente, siendo S. sonnei la Unica especie que presenta
un origen monofilético [12-14]. S. flexneri esta formada por dos linajes
monofiléticos, uno formado por el serotipo 6, el cual junto algunos serotipos de S.
boydii y S. dysenteriae formo parte del clado C1/S1 siguiendo la nomenclatura de
Yang et al 2007 y Sahl et al 2015, y por otro lado, el resto de serotipos de S. flexneri
(1-5, X,Y), que formaron el clado C3/S5 [11,13,15,16].
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Figura 2: Arbol filogenetico de E. coli. Arbol de maxima verosimilitud de los genes “core” de
genomas de referencia de Shigella y E. coli. Los filogrupos de E. coli estan sefialados en gris, y los
clados de Shigella estan nombrados con una C la nomenclatura de Yang et al 2007 y con una S la de
Sahl et al 2015. Tomado de Hawkey et al. 2020 [13].

La adaptacion de las diversas especies de Shigella, asi como los linajes de EIEC,

para la invasién y crecimiento intracelular estd asociado a la adquisicion de
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elementos genéticos moviles por transmision horizontal, como son islas gendmicas y
el plasmido de invasion (pINV) que codifican los factores de virulencia necesarios
para el desarrollo la infeccion, asi como la inactivacion de genes [2,13]. Respecto a
esto ultimo, Shigella, al igual que otros patdgenos humanos estrictos como Yersinia
pestis, Mycobacterium leprae y Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhi,
en su proceso de adaptacion han estado sometidos a procesos de reduccion
gendmica, hecho que ha sucedido de forma convergente en las diferentes especies de
Shigella como consecuencia de la adaptacion a un crecimiento intracelular. Los
cromosomas de las especies de Shigella tienen de media 4,6 Mbp, siendo
sustancialmente mas pequefios a los de otros E. coli, cuyo tamafio medio es de 4,9
Mbp. El linaje de Shigella con un cromosoma mas pequefio es el de S. dysenteriae
tipo 1 con 4,3 Mbp y con un menor nimero de genes codificantes. Esta reduccién,
debida a deleciones, mutaciones sin sentido y la participacion de secuencias de
insercion (IS), han producido entre otros aspectos la inactivacién de la sintesis de
flagelo y fimbrias, lo que ha contribuido a reducir su inmunogenicidad y favorecer la
evasion del sistema inmune. También se han eliminado diversas vias metabdlicas
presentes en E. coli las cuales podrian interferir con la sintesis de factores de
virulencia adquiridos o en la adaptacion a un crecimiento intracelular con mayor
disponibilidad de nutrientes [1,13,17].

Shigella sonnei

La poblacion de S. sonnei tiene un origen monofilético y puede dividirse en cinco
grandes linajes. En un estudio de Holt et al. 2012 en el cual caracterizaron la
filogenia de aislados a nivel mundial, Europa fue la region donde se detectd la
mayor variabilidad de linajes detectando la misma proporcién de los Linajes I, 1l 'y
Il. Por el contrario, en Asia, Africa y América del Sur y Central el linaje
mayoritario fue el Linaje Ill, siendo el linaje més exitoso mundialmente en la
actualidad. Posteriormente, Hawkey et al. 2021 desarrollaron un método de
genotipado para facilitar la notificacién y comparacion de sublinajes circulantes
entre paises, integrando la nomenclatura de linajes descrita previamente. Para ello,

aplicaron una codificacién numérica  jerarquica formada por
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[linaje].[clado].[subclado], en la que linaje son los cinco linajes descritos por Holt et
al. 2012. Ademas, a aquellos genotipos de importancia epidemioldgica les pusieron
un nombre para facilitar su uso, por ejemplo, el genotipo 3.6.1.1.2 se nombro
CipR.MSM5 (Figura 3). En cuanto a las prevalencias de los clados, los clados 3.6 y
3.7 (pertenecientes al Linaje IIl) fueron los mas detectados entre los genomas
estudiados en todos los continentes, a excepcion de América del Sud (Figura 3.c).
Ademas, desde 1990 también son los méas detectados a nivel mundial (Figura 3.d)
[18,19].

Shigella flexneri

Como se ha comentado anteriormente, S. flexneri presenta dos origenes diferentes,
por un lado, los aislados pertenecientes al serotipo 6 que se muestran mas cercanos
evolutivamente a S. boydii de los serotipos 2, 4 y 14 [20], y por otro lado, los
serotipos (1-5, X, Y) los cuales tienen un origen monofilético independiente y son
los responsables de la mayor parte de casos de shigelosis por S. flexneri. Connor et
al. 2015 realizaron un estudio filogenético de los serotipos 1-5, X, Y y observaron
que la poblacidn se estructura alrededor de siete filogrupos (FGs) (Figura 4). Estos
FGs presentan una distancia evolutiva mayor a 1000 SNPs entre si, y cada uno
puede contener aislados pertenecientes a distintos serotipos, debido a que genes que
determinan el serotipo se codifican en elementos genéticos méviles. No obstante, se
observan ciertas asociaciones mayoritarias entre FGs y serotipos. Asi, por ejemplo,
el FG 2 se asocia mayoritariamente al serotipo 3a, el FG 3 al serotipo 2a y 2b, el FG
1 con serotipos 1a, 1b, 1c, etc. Al contrario que S. sonnei, en S. flexneri se observa
una coexistencia de diversos FGs en una misma area geogréafica. Regiones en las que
S. flexneri es endémica, detectaron simultaneamente al menos dos FGs o también la
coexistencia de sublinajes; siendo el sur de Asia la region que present6 mas FGs
diferentes. Los FGs 1, 2 y 3 fueron los detectados en mas regiones diferentes,

mientras que FGs 4, 5,6 y 7 tuvieron una distribucion mas limitada [11].
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Figura 3 Evolucion de los linajes en S. sonnei. a) Filogenia de méxima verosimilitud de un
representante de cada genotipo de S. sonnei enraizado con un E. coli. En la primera columna se
muestran los clados, en la segunda columna el genotipo, en la tercera columna el nombre de la cepa
utilizada y en la cuarta columna los nombres de aquellos genotipos con importancia epidemioldgica.
b) Arbol de méxima verosimilitud con E. coli como enraizamiento. c) frecuencia de los linajes/clados
por region geografica. d) frecuencias de los linajes/clados por década/afio. (Tomado de Hawkey et al.
2021 [18].




Introduccidn

1
IGeographic e
-

Serotype

I 2 J .
1 1 Seron
erotype
: Geographic :
! [
1 I A E Y
1 1
1 1
1
1

Geographic

i ——

Serotype

Key
Geographic Origin Serotype

North Africa 1b

Serotype 1 West and Central Africa ¢

N 1 i 1c
Geographic PGy 1 Scuthe(n Africa b
___________ 4 East Africa 22

Southern Asia 2b

East and Southeast Asia ;ah
Latin America 4a

||

Serotype “i _________________ 1 Historical strains from  4av
North America/Europe "E -

-------------------- Geographic P

1000 SNPs

Figura 4 Filogenia de maxima verosimilitud de aislados S. flexneri de los serotipos 1-5, X e Y en el
que se detallan los Grupos filogenéticos (PG) desarrollados por Connor et al. 2015 mediante un
andlisis bayesiano. En los rectangulos discontinuos se presentan los serotipos y distribucion
geografica de cada PG en gréficos circulares. Tomado de Connor et al. 2015 [11].

Shigella boydii y Shigella dysenteriae

La historia evolutiva y la estructura poblacional de S. boydii y S. dysenteriae no tipo
1 sigue sin comprenderse claramente en la actualidad. Los genomas de ambas
especies estan distribuidos en multiples clados, coincidiendo en el clado C2/S3, en el
que se detectan multiples serotipos de S. dysenteriae no tipo 1y S. boydii; y el clado
C1/S1, clado en el que se encuentra S. flexneri serotipo 6, S. boydii y S. dysenteriae
no tipo 1. Ademas, genomas de S. dysenteriae no tipo 1 formaron parte del filogrupo
D de E. coli (Figura 2) [13]. Un estudio sobre S. boydii describio6 la presencia de 3
clados en la especie, el clado 1 corresponde con el C2/S3 y los clados 2 y 3 junto a

otro de S. dysenteriae corresponden al C1/S1[21].
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En cuanto a la poblacion de S. dysenteriae tipo 1, en el analisis filogendmico de
Njamkepo et al. 2016, identificaron cuatro grandes linajes, los cuales se han ido
sucediendo temporalmente (Figura 5). Como se comentaba anteriormente, los casos
de S. dysenteriae tipo 1 estan muy asociados a brotes epidémicos, y desde 1990
todos los brotes en Africa han estado causados por el linaje 1V a excepcion del brote
que tuvo lugar en el norte de Republica Centroafricana en 2004 causado por el
sublinaje Illc. Ademas, el analisis geogréfico y temporal identificé diversos eventos
de transmisién intercontinental (sefializados en la Figura 5 como T). A excepcion
de T1y T2 que los eventos involucraron a Europa y Madagascar en el caso de la T1
y a Polonia y el este de Asia en la T2, el resto de los eventos fueron brotes

originados en el sur de Asia afectando principalmente el este de Africa (Figura 5 B
y C) [22].
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Figura 5 Distribucion geogréafica y patron de transmision de los linajes de Shigella dysenteriae tipo 1.
a) Analisis de maxima verosimilitud de los 332 genomas estudiados, mostrando los cuatro linajes: | al
IV; los cuatro sublinajes del linaje I11: Illa, Ilb, Illc y Illd; el circulo muestra el continente de
aislamiento; Las transmisiones intercontinentales se muestran del T1 al T8. b) Mapa de la dinamica de
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los linajes I, 11 y IIl. Se indica la presencia geografica (circulos), las llegadas inferidas (flechas
gruesas) y principales eventos de transmision a larga distancia (flechas finas). Los rangos de fechas
que se muestran para los eventos de transmision son los valores medianos para el MRCA (tomado de
BEAST). c) Mapa de la dindmica del linaje IV. Presencia geografica (circulos, simbolo de relampago).
La asignacién a un evento de transmision se indicé mediante un halo de color. Tomado de Njamkepo et
al. 2016 [22]

[1l.  Patogénesis

El proceso patogénico mas estudiado es el desarrollado por S. flexneri, ya que tal y
como se ha comentado anteriormente, es la especie mas prevalente. Shigella, en el
proceso de invasion al huésped (Figura 6), tras resistir las condiciones
fisicoguimicas en su transito por el tracto digestivo, debe atravesar la capa mucosa
del colon. Este proceso se puede dar por dos vias, a través de las células M (del
inglés microfold cell) o por inestabilidades en el epitelio producida por leucocitos
polimorfonucleares. Las células M son células especializadas del epitelio intestinal
cuya funcion es tomar muestras de particulas de la luz intestinal y presentarlas al
tejido linfoide de la mucosa subyacente. Shigella es transportada por estas células a
la cara basolateral del epitelio, donde es fagocitada por células presentadoras de
antigenos como macréfagos o células dendriticas (Figura 6: seccion 1 y 2).
Rapidamente, la bacteria es capaz de lisar el fagosoma en un proceso mediado por el
sistema de secrecion tipo Il (T3SS) y posteriormente activa un proceso de lisis
inflamatoria de muerte celular Ilamado piroptosis (Figura 6: seccién 3 y 6). Como
consecuencia de este proceso, se secretan citoquinas proinflamatorias como IL-1f y
IL-18 y Shigella es liberada. Una vez libre en la cara basolateral por cualquiera de
los dos procesos, Shigella induce su absorcion mediante macropinocitosis por parte
de las células epiteliales (Figura 6: seccion 7). Posteriormente utiliza el T3SS para
subvertir el citoesqueleto de la célula y escapar de la vacuola. Ya en el citosol,
Shigella se multiplica y se propaga a ceélulas vecinas [1,3,5]. La respuesta
inmunitaria innata del huésped a la invasion epitelial produce un reclutamiento
masivo de neutrofilos y la efusion de citoquinas inflamatorias, que finalmente,
eliminan la infeccion por Shigella del epitelio colonico. No obstantes, la

erradicacién en esta localizacion se produce a costa de la produccion de abscesos
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epiteliales y ulceraciones, que pueden permitir una mayor invasion de Shigella a
través de una barrera epitelial alterada [23].

Células epiteliales

Figura 6 Ciclo infectivo de Shigella. La entrada en el epitelio del colon se produce por dos vias: el
transporte por las células M y desestabilizacion de la membrana epitelial. Entrada a través de las
células M donde es transportada a la cara basolateral del epitelio (1), donde macro6fagos residentes lo
someten a endocitosis (2). La induccion de la muerte de macréfagos ocurre después de que Shigella
escape de la vacuola fagocitica (3 y 6). Shigella es captada en la membrana basolateral de las células
epiteliales en un proceso de micropinocitosis (7). La lisis de la vacuola macropinocitica permite que
Shigella acceda al citoplasma epitelial, donde se multiplica rapidamente, escapa a la autofagia y
fragmenta el aparato de Golgi (8 y 9). Shigella estimula la polimerizacion de actina que le permite
moverse tanto intra como intercelularmente (10 y 11). Por otro lado, cuando se activa Caspasa-1,
escinde y activa IL-18 e IL-18, lo que lleva a la liberacion de estas citocinas proinflamatorias (4).
Estas citoquinas, junto IL-8 producidas por las células epiteliales vecinas, median la destruccion de la
barrera epitelial (12). IL-8 recluta leucocitos polimorfonucleares (PMN) que viajan desde el epitelio
colénico basolateral a la apical, desestabilizando las uniones entre las células epiteliales y
permitiendo una mayor invasion de Shigella (5). Finalmente, Los leucocitos PMN eventualmente
eliminan la infeccion por Shigella del epitelio coldnico (13). Tomado de Mattock y Blocker 2017 [3].

Factores de virulencia

Sistema de secrecion tipo III (T3SS)

Los T3SS son sistemas utilizados por las bacterias para el transporte de proteinas a
celulas eucariotas huéspedes conocidas como efectores. En el caso de Shigella, el
T3SS facilita la invasion de las células epiteliales del colon y permite modular la
respuesta inflamatoria del huésped en su beneficio. Concretamente, el T3SS es una
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estructura con una forma similar a una aguja compuesta de tres partes, entre las que
se encuentra, un cuerpo basal con una base multi anillo que permite su anclaje a la
membrana interna y externa de la bacteria, la “aguja” y la punta que forma el canal
translocador eucariota, formado por IpaB, IpaC e IpaD que crean un poro en la

membrana de la célula del huésped [24].

Los genes necesarios para la sintesis del T3SS estan codificados en un cluster de
genes de 32kb denominado “Shigella Entry Region” el cual estd a su vez en el
plasmido pINV. Esta estructura esta formada por tres operones, el operon ipa
(invasion plasmid antigens), que lo forman los genes ipa (ipaBCDA), ipgCBA, icsB
y acp, el operon mxi (membrane expresién of ipa), que lo forman los ipgDEF vy los
genes mxi (mxiGHIJKLMEDCA), y el operon spa (surface presentation of ipa), el
cual contiene nueve de los genes spa (spalb, spad7, spal3, spa32, spa3s,
spa24,spa9, spa29 y spa40) [24].

La expresion de los operones esta regulada por diversos factores con el fin de que se
expresen solamente cuando sea necesario y asi conservar energia. Uno de los
factores que interviene en su expresion es la temperatura, la cual estd mediada por el
regulador heat-stable nucleoid-structuring (H-NS), uno de los principales
reguladores en Escherichia y uno de los principales componentes de la cromatina
bacteriana. Este actlia como represor de los activadores transcripcionales virF y virB
y se desactiva a 37°C. VirF es un activador transcripcional primario, que activa los
promotores de virB e icsA. VirB es un activador transcripcional secundario del T3SS
gue activa los promotores de ipa, mxi y spa. Otros factores que afectan a la
expresion son: (i) el estrés osmotico que -en condiciones de baja osmolaridad- afecta
a la chaperona Hfg de ARN disminuyendo la estabilidad del mRNA de virB; (ii) el
pH afecta a la expresion de virF, viéndose esta atenuada en pH inferiores a 6 y
activada a 7.4; (iii) la concentracion de oxigeno también tiene un efecto en la
regulacion, ya que esta aumenta cerca del epitelio del colon. El proceso esta

mediado por el regulador del metabolismo anaerobio FNR, el cual en presencia de




Introduccidn

oxigeno se disocia del promotor de spa32 y spa33, permitiendo asi su transcripcion
[5,24].

Efectores

Como se ha comentado anteriormente, los efectores son proteinas producidas por las
bacterias, que mediante el T3SS son inyectadas en el citoplasma de las células del
huésped. Shigella posee alrededor de 25 efectores en el pINV y entre 5y 7 mas
codificados en el cromosoma [1]. Debido al tamafio del poro generado por el T3SS
(~2-3 nm didmetro), los efectores se transportan en un estado parcialmente
desplegado y deben volver a plegarse cuando alcanzan el citoplasma de la célula
huésped. Ciertas proteinas chaperonas ayudan a preservar el estado desplegado de

los efectores a medida que pasan por el T3SS [24].

Al igual que el T3SS, la expresion de los efectores esta contralada para conservar
energia y no todos son expresados a la vez. La primera ola de efectores esta regulada
por virB, junto a los genes que forman parte del T3SS, entre los que se encuentran
ospC2, ospC3, ospC4, ospD1, opsoD2, ospZ e iscP [5,24]. La funcion de estos
efectores esta relacionada con la subversion del citoesqueleto de la célula huésped,
la mediacién en el escape vacuolar y procesos implicados en la invasion del epitelio
[5]. Posteriormente, cuando el T3SS entra en contacto con el colesterol y con balsas
lipidicas de la membrana celular del huésped, se activa, produciéndose la secrecion
de IpaB e IpaC y liberando la chaperona IpgC. A su vez, Ospl también es secretado
y disminuye la inhibicion del activador transcripcional MixE. MixE e IpgC crean un
complejo activado MixE-IpgC que activa la transcripcion de efectores de "segunda
ola", entre los que se encuentran ospD3, ospEl, ospE2, ospG, ipaH1.4, ipaH4.5,
ipaH7.8, e ipaH9.8 [5,24]. Una vez en el epitelio, la segunda ola de efectores
facilitan la replicacion, asegurando la integridad del nicho citosélico y las
condiciones favorables, mediante la amortiguacion de la respuesta inflamatoria del
huésped, promoviendo la supervivencia de la célula huésped y contrarrestando los

procesos antimicrobianos [5].
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Lipopolisacarido y capsula
El lipopolisacarido (LPS) en Shigella presenta una gran variabilidad de
composiciones, modificaciones y repeticiones del antigeno O, lo que se traduce en la

variabilidad de serogrupos, tal y como se puede observar en la Figura 7 [3,8].

~65% ~35%

p—

O-antigen DD-GlCNAC . o-Gal
repeat @ ~inac @ oman
. o-FucNAcQ L-Rha

. D-GaINAcA 0-Glc
I - >

~60%

A . o° Al .~\6
o O & 00 O
O (\e *(\ X o‘*

S eF & O AY

Figura 7 Comparacion de antigenos 0 de algunas Shigella representativas. Representacion
esquematica de Anderson et al. 2016, del antigeno O de los serotipos S. sonnei, S. flexneri 22 S.
flexneri 5a, S. dysenteriae 1y S. boydii 6. Abreviaciones: Acetamido-2-deoxy-D-glucose (D-GIcNAc),
2-Acetamido-2-deoxy-L-altruronic acid (L-AltNAc), 2-Acetamido-4-amino-2, 4-dideoxy-D-fucose (D-
FucNAc), 2-Acetamido-2-deoxy-D-galacturonic acid (D-GalNAc), D-Galactopyranose (D-Gal), D-
Mannose (D-Man), L-Rhamnose (L-Rha), D-Glucose (D-Glc), O-acetyl (Ac). (Tomado de Anderson,
Sansonetti, y Marteyn 2016 [8].

Algunas especies, como S. flexneri, presentan la capacidad de reducir la longitud el
antigeno O por glucosilacién, hecho que mejora la accesibilidad del T3SS a la
superficie del epitelio para iniciar la invasién [3]. A diferencia de S. flexneri, que es
la especie mas estudiada, se desconoce si S. sonnei posee la capacidad de producir

esta longitud bimodal del antigeno O [25].

Shigella se han considerado clasicamente como bacterias no capsuladas, aunque se
ha descubierto que S. sonnei presenta una capsula. Las capsulas de E. coli se han
clasificado histéricamente basandose en criterios genéticos y bioquimicos, y la
detectada en S. sonnei formaria parte del Grupo 4 o Capsulas de antigeno O, por su

estructura similar a las cadenas de Antigeno O del LPS. Se ha observado que un
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antigeno O largo en S. flexneri 2a proporciona resistencia a la actividad bactericida
del suero mediada por el complemento, y la cipsula de S. sonnei cumple esta misma
funcion. Se desconoce si la expresion de la capsula estd regulada durante la
patogénesis, ya que supone una desventaja en el proceso de invasion del epitelio

debido a que el T3SS es menos accesible [25].

Adhesion y movilidad

Como se ha comentado anteriormente, Shigella no presenta ninguno de los sistemas
de adhesion y movilidad comunes en E. coli como son pilli, fimbrias o flagelos, por
lo que emplea otras estrategias para adherirse a las células del huésped. En primer
lugar, es posible que las interacciones débiles glicano-glicano entre el LPS y el
mucus permitan a la bacteria permanecer en contacto con las células epiteliales para
favorecer la insercion del T3SS. Adicionalmente, se ha observado que en presencia
de sales biliares se induce la secrecion de los efectores OspEl y OspEZ2, las cuales
permanecen anclados a la membrana exterior de Shigella e incrementan su
adherencia [1,5].
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encuentra en la membrana externa de
forma asimétrica, tal y como se puede
observar en la Figura 8, presenta una ] Motility

doble funcién en el proceso de

patogénesis, una adhesiva y otra como e ./
| CS N 4

mediador en proceso de movilidad Non-.vf‘?f\ 1S —
adhesive - . T,
basada en actinas. En contacto con J &Adhﬁsive SV

sales biliares se producen un cambio

Figura 8 Representacion grafica de la doble

en IcsA transformdndose en una funcion de IcsA. A la izquierda proceso de

. . . activacion de la funcionalidad adhesiva en

molécula adhesiva al epitelio, aunque presencia de sales biliares y a la derecha se

muestra el proceso de adhesion (1), seguido de la

movilidad (2). (Tomado de Brotcke Zumsteg et al.
2014 [163].

se desconoce el mecanismo. Una vez

Shigella se encuentra en el citosol de la
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celula epitelial, IcsA imita a GTPase Cdc42 para mediar la polimerizacion de
actinas. El filamento de actinas resultante proporciona a Shigella propulsién para
desplazarse por el citosol e inducir protuberancias en la membrana de células
vecinas que facilitan la propagacion célula-célula. La localizacion polar de IcsA es

importante para impulsar el movimiento unidireccional de la bacteria [5]

Finalmente, se ha detectado en el genoma de S. sonnei, S. boydii y S. dysenteriae un
gen intacto que codifica una molécula de adhesién multivalente (MAM) (SS01327)
gue presenta siete dominios de entrada a células de mamifero. SSO1327 codifica un
MAM funcional en S. sonnei, que se expresa en la superficie bacteriana y que junto
IcsA son esenciales para el inicio de la translocacion de efectores mediada por T3SS
[26].

Toxinas

Las toxinas permiten a los patégenos su difusion en tejidos ya que pueden
desestabilizar las células del huésped o quebrantar su integridad [27]. Shigella
presenta las enterotoxinas 1 y 2 (Shigella enterotoxin 1 (ShET1) y Shigella
enterotoxin 2 (ShET2) las cuales se ha propuesto que median en la secrecion
temprana de liquido en el yeyuno, facilitando la infecciéon en el colon. Como
consecuencia producen la diarrea acuosa caracteristica que se observa en las
primeras etapas de la shigelosis. Aunque el nombre es compartido por sus

propiedades similares, no existe homologia entre ambas enterotoxinas [1,3].

ShET1 estd codificada por los genes setlA y setlB en una isla genémica de
patogenicidad presente solamente en S. flexneri del serotipo 2a. Por el contrario,
ShET2 esta codificada por el gen ospD3, comentado anteriormente como uno de los
efectores localizados en el plasmido pINV y presente en todos los serogrupos de
Shigella [1,3].

Shigella también presenta proteasas de serina autotransportadoras de enterobacterias
(SPATES) las cuales presentan un motivo de proteasa de serina que les confiere

capacidad proteolitica. Entre ellas se encuentran Pic (protease involved in
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colonization) una mucinasa la cual facilita la colonizacion e invasion degradando la
capa de mucus, SepA (Shigella extracellular enterotoxin) el cual se ha descrito que
produce inflamacion y destruccion de tejidos en conejo y SigA (Shigella IgA-like
protease homology) que degrada alfa-fodrina intracelular alternando el epitelio y
contribuyendo al igual que las enterotoxinas sefialadas anteriormente a la

acumulacién de fluidos en el lumen intestinal [1,24].

Finalmente, la toxina Shiga (Stx) es una holotoxina del tipo AB5, codificada por el
operon stx (stxAB) que se localiza en los genomas de profagos lambdoides
inducibles o en remanentes de profagos defectuosos. Es producida principalmente en
S. dysenteriae tipo 1 y algunos serotipos de E. coli enterohemorragico (EHEC),
aungue también se ha detectado de forma excepcional en S. dysenteriae tipo 4, S.
sonnei y S. flexneri. Presenta una subunidad A enzimaticamente activa, la cual esta
anclada a un anillo pentamérico de subunidades B. La subunidad B tiene tres
receptores que principalmente reconocen la globotriaosilceramida o Gb3, la cual es
expresada por células endoteliales y renales vasculares. Una vez internalizada en la
celula huésped, la subunidad A escinde un Unico residuo de adenina del componente
28S rRNA eucariota, inhibiendo la sintesis de proteinas. La interrupcion de la
actividad ribosdmica de las células del huésped paraliza la sintesis de proteinas y, en
consecuencia, poco después se produce la muerte celular. Este hecho hace que sea
extremadamente citotoxica para muchos tipos celulares como puede ser leucocitos,
linfocitos, células epiteliales, endoteliales y neuronales, y por ello es responsable del
desarrollo del sindrome hemolitico urémico y de lesiones vasculares en el colon, los

rifiones y en el sistema nervioso central [1,24,28].

IV.  Tratamiento

Aungue la shigelosis suele ser una patologia autolimitada, en aquellos pacientes que
presenten disenteria, se recomienda el uso de antibidticos con el objetivo de reducir
el tiempo de diarrea y fiebre, reducir el riesgo de complicaciones y de muerte.
También supone un beneficié de salud publica, ya que disminuye el estado de

colonizacion de aproximadamente 4 semanas a 3 dias, reduciéndose asi la
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posibilidad de transmisién. El antibidtico de eleccion debe estar basado en pruebas
fenotipicas debido al amplio perfil de resistencias que pueden observarse. La
utilizacion de antibidticos como ampicilina, cotrimoxazol, tetraciclinas o
cloranfenicol no son recomendables debido a los altos niveles de resistencia
registrados globalmente. Actualmente, en la mayoria de guias el tratamiento de
primera y segunda linea recomendados son el ciprofloxacino u otras quinolonas,

azitromicina o cefalosporinas de tercera generacion como la ceftriaxona [6,29,30].

Debido al incremento de la resistencia, algunos tratamientos alternativos se han
propuesto, como es el caso de los probiéticos, terapia con fagos y desarrollo de

vacunas.

Los probidticos son bacterias que proporcionan efectos beneficiosos para el huésped
y tienen la capacidad de sobrevivir en el tracto gastrointestinal. Los principales
géneros descritos como probidticos son: Streptococcus, Enterococcus, Pediococci,
Weissella, Lactococcus, Lactobacillus y Bifidobacteria. Estos organismos
disminuyen el crecimiento de otros microorganismos por competicién por nutrientes
o0 adherencia al espacio. En diversos estudios realizados se ha observado que los
probiéticos tienen capacidad de inhibicion del crecimiento de Shigella in vitro. Pero
el uso de probidticos no se recomienda como alternativa a los antibidticos en la
diarrea grave y moderada, debido a la falta de conocimiento sobre las

especificidades e interacciones de los probi6ticos y los patégenos [31,32].

La terapia con fagos de la shigelosis fue utilizada por primera vez en 1919 por Felix
d’Herelle, quien inyectd un fago anti-disentérico en un paciente con disenteria grave
obteniendo buenos resultados. Aunque su descubrimiento fue previo a los
antibioticos, su uso no se extendié por diversos motivos. Entre ellos, la obtencion de
resultados confusos e inconsistentes en los ensayos clinicos, problemas en la
reproducibilidad, la informaciéon limitada sobre el genoma de los fagos y los
problemas legales a la hora de poder patentar estos productos. Aun asi,
recientemente han sido aprobados por la Food and Drug Administration (FDA)

diversos productos para su aplicacion como aditivo alimentario. En 2006 se aprobo
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el primer producto basado en fagos, el ListShield™ contra Listeria monocytogenes.
Posteriormente, se aprobaron dos productos mas para Salmonella entérica y E. coli
0157:H7. Finalmente, la FDA aprobé el empleo de ShigaShield™, un producto que
consiste una suspension de cinco monofagos bacterianos especificos para Shigella.
La aprobacion de estos productos podria relanzar el interés en la investigacion sobre

el uso terapéutico de bacteriofagos frente a la shigelosis [33,34].

Finalmente, por lo que respecta a las vacunas, aunque existen diversos candidatos en
desarrollo, no existe una vacuna aprobada actualmente. Estos candidatos siguen
aproximaciones distintas. Podemos encontrar vacunas basadas en células completas,
ya sean vivas atenuadas o muertas, 0 vacunas conjugadas de polisacarido O
purificado, en el que se plantea la posibilidad de contener al menos los principales
serotipos causantes de la enfermedad, como son el S. sonnei, S. flexneri 2a, 3a 'y 6.
También se ha trabajado en el desarrollo de vacunas basadas en antigenos
conservados de Shigella con el fin de evitar que sea serotipo especifico. Para ello se
han propuesto el uso de IpaB e IpaD junto con polisacarido O, asi como proteinas de
membrana como lcsP2, SigA2 [35,36].

2. Escherichia coli

Escherichia coli es un bacilo gramnegativo, anaerobio facultativo perteneciente al
orden Enterobacterales, que fue descrito por primera vez por Theodore Escherich en
1885 en microbiota fecal neonatal. Es un comensal habitual de la microbiota
intestinal de los vertebrados, aunque también puede causar diversidad de patologias.
El intestino es un ambiente principalmente andxico, por lo que el 90% de la
comunidad microbiana esta formada por anaerobios estrictos. Por lo general, E. coli
es el microrganismo aerobio mas abundante en el intestino de los mamiferos,
constituyendo entre un 0,1-5% de su comunidad microbiana. Ademas, entre los
mamiferos y E. coli se establece una relacién de mutualismo, ya que E. coli produce

vitamina K y B12, consume el oxigeno que pueda encontrarse en el intestino y

compite con potenciales microorganismos patdgenos de este nicho [2,12,37].
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Aunque exista esta relacion, a esta especie pertenecen algunas variantes patogénicas.
Historicamente, estas se han clasificado en patotipos, ya que presentan factores de
virulencia y patrones de adhesion caracteristicos, los cuales facilitan el desarrollo de
una patologia concreta. Su definicion puede estar basada por varios criterios como la
infeccion de un érgano o huésped, presencia de genes especificos o por su fenotipo.
En este sentido, la patologia que producen se puede dividir entre patologias
intestinales y extraintestinales. El término E. coli diarreico agrupa los patotipos que
causan patologia intestinal, entre ellos encontramos E. coli enterotoxigénico
(ETEC), E. coli enteroagrativo (EAEC), EIEC y E. coli productor de la toxina shiga
(STEC) el cual incluye EHEC. Por otro lado, entre las patologias extraintestinales,
E. coli es la principal causa de infeccion urinaria, y puede causar gran variedad de
infecciones como meningitis, bacteriemia, neumonia, celulitis, etc. El término
empleado para estos patotipos es el de E. coli patogénico extraintestinal (EXPEC)
[2,12].

E. coli patogénico extraintestinal (EXPEC) es un patotipo de E. coli en el que se
agrupan aquellas cepas causantes de infecciones extraintestinales, tanto en humanos
como en otros animales. A pesar de su capacidad patdégena, EXPEC puede formar
parte de la microbiota intestinal de humanos y otros animales y tradicionalmente se
ha definido por la combinaciéon de los denominados factores de virulencia que
facilitarian no so6lo la colonizacion extraintestinal, sino también la infeccién
extraintestinal. No obstante, algunos autores argumentan que estos factores de
virulencia son esenciales también para la colonizacion intestinal. Es por es ello que
existe cierta incertidumbre sobre cémo definir o diferenciar E. coli comensal y
EXPEC, aungque no cabe duda de que presentan factores diferenciales, ya que la
mayoria de infecciones extraintestinales estan causadas por un numero reducido de
linajes [12,27,38,39].

I.  Filogeniay epidemiologia de E. coli patogenico extraintestinal
Actualmente, la estructura poblacional de E. coli se distribuye en 8 filogrupos, los

cuales se encuentran divididos en dos grandes grupos, uno formado por los
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filogrupos B2, G, Fy D y otro por el A, B1, Cy E (Figura 2) [12]. Los filogrupos
mas representados entre los aislados procedentes de infecciones extraintestinales son
el B2y D [2,27,39]. En estudios basados en Multilocus sequence typing (MLST) de
aislados extraintestinales ha revelado que la mayoria de ellos pertenecen a un grupo
reducido de linajes. Asi, en una revision bibliografica de estudios epidemiolégicos
en los que se llevoé a cabo una caracterizacion molecular de aislados de E. coli
productores de bacteriemia en diversos paises entre los que se encuentran Estados
Unidos de América (EUA), el Reino Unido, Francia y Corea del Sur, se detecté que
entre el 48% vy el 66% de los aislados pertenecian a cinco complejos clonales (CC).
Los CC 131, 73 y 95, que pertenecen al filogrupo B2, y el CC69, gque pertenece al
filogrupo D, se identificaron en todos los estudios, mientras que los CC 12 y 14,
también del filogrupo B2, presentaron una alta prevalencia en algunos de los
estudios [12]. Por otro lado, en una revision sistematica llevada a cabo por Manges
et al, 2019 sobre 173 articulos sobre infecciones extraintestinales en humanos,
detectaron que veinte STs representaban el 85% de todos los ST identificados en
EXPEC. Por orden de presencia en nimero de estudios fueron: ST131, ST69, ST10,
ST405, ST38, ST95, ST648, ST73, ST410, ST393, ST354, ST12, ST127, ST167,
ST58, ST617, ST88, ST23, ST117, y ST1193. Ademas, el ST131 fue detectado en el
90% de los estudios, mientras que los dos siguientes mas prevalentes (ST69 y ST10)
fueron detectados en el 50%. La mayor parte de los estudios consultados fueron
realizados en 4 continentes, Africa, Asia, Europa y Norte América. En los cuatro
continentes el ST mayoritario siempre fue el ST131, representando alrededor del
20% de los aislados [38].

Il.  Patogénesis de E. coli patogénico extraintestinal
La infeccién urinaria es la principal infeccion causada por EXPEC. La colonizacion
periuretral por la microbiota intestinal o vaginal es el origen mas probable de esta
infeccion. Ademas de la infeccion sintomatica, E. coli puede producir bacteriuria
asintomatica, observandose en hasta un 6% en personas sanas y en un 20% en

personas ancianas [27,40,41].
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Para poder alcanzar la vejiga urinaria, E. coli debe superar diversos obstaculos como
son la fuerza mecanica del flujo de la orina a su paso por la uretra, la presencia de
sustancias antimicrobianas producidas y secretadas por las células epiteliales que
recubren la vejiga y su erradicacion por los neutrofilos. Es por ello, que la
adherencia estrecha a las células epiteliales de la uretra es el primer paso para
establecer una infeccion. El proceso de patogénesis una vez colonizada la uretra,
proseguiria por un ascenso hasta la vejiga, en la cual EXPEC se unira al epitelio
mediante adhesinas para a continuacién internalizarse en las células. Dentro del
citoplasma de las células epiteliales, EXPEC se multiplicard rapidamente y podra
formar unas masas de biopeliculas denominadas comunidades intracelulares
bacterianas (IBCs). El huésped en respuesta a este proceso exfolia las células
epiteliales superficiales, eliminando de esta manera los IBCs por via urinaria. Los
IBCs que perduren, permitiran a E. coli invadir nuevas células epiteliales. Algunas
bacterias infectaran células epiteliales de la vejiga inmaduras que quedaran
expuestas tras la exfoliacion. En estas células, E. coli no se multiplica,
probablemente inhibido por una red densa de actinas, por lo que permanecera en
estado latente hasta la diferenciacion celular, formando los conocidos como
reservorios quiescentes intracelulares. Este proceso es la causa por la cual se

observan cistitis recurrentes [27,41].

De la vejiga, la bacteria puede ascender por el uréter hasta los rifiones y causar
pielonefritis. La desestabilizacion bacteriana del epitelio renal y la inflamacién
puede favorecer el peor escenario; la entrada en el flujo sanguineo produciendo una
bacteriemia. También se ha observado que EXPEC puede translocarse en el epitelio
intestinal y sobrevivir en los ganglios linfaticos mesentéricos desde donde podra
penetrar en el torrente sanguineo [40]. En neonatos, tras una bacteriemia, se puede

producir una meningitis [2].

Factores de virulencia
La virulencia de EXPEC radica en la capacidad de sobrevivir en los tejidos,

especialmente en el suero. La variabilidad de genes asociados a virulencia es muy
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elevada y muchos de ellos tienen funciones similares. De forma general, todos los
EXPEC presentan al menos un sistema de adherencia y un sistema de captacion de
hierro [42]. A continuacion, se presentan algunos de los principales factores de

virulencia asociados a la infeccion extraintestinal.

Adhesion LPS Toxinas
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Figura 9 Factores de virulencia de E. coli uropatogénico. Tomado de Lithje y Brauner 2014 [27].

Adhesién

La adhesién a las células del huésped es muy importante tanto para la colonizacion
como para la infeccion. Esta puede estar mediada por fimbrias o por adhesinas no
fimbriadas. Las fimbrias o pili son estructuras complejas con diversas subunidades
codificadas en operones de genes, en los cuales también se encuentra la maquinaria
de ensamblado y secrecion. Tanto en EXPEC como en E. coli comensal se han
descrito numerosos operones codificando diversos tipos de fimbrias. Por lo que
respecta a las adhesinas no fimbriadas en su mayoria pertenecen al grupo de

proteinas autotransportadoras [27].

E. coli puede presentar maltiples tipos de fimbrias, hecho que puede incrementar la
probabilidad de supervivencia en condiciones ambientales cambiantes. Una de las
mas identificadas es la fimbria de tipo 1 la cual se ha demostrado ser esencial para la

colonizacion del tracto urinario de ratones y humanos. En la punta de la fimbria
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encontramos la proteina adhesiva FimH, la cual se une a proteinas a-D-manosiladas,
como las uroplactinas, que se encuentran en células del lumen de la vejiga y del
uréter [27,42,43].

Las fimbrias P se unen mediante la proteina PapG a los glucoesfingolipidos Galal-
4Gal presentes en la membrana celular del huésped y a diferencia de las fimbrias de
tipo 1 no son inhibidas en presencia de manosa. Las células de los diferentes tejidos
pueden presentar diferentes carbohidratos anexos a los glucoesfingolipidos y se ha
observado que segln el alelo de papG que presenten, E. coli tienen diferente
capacidad para unirse segun estos carbohidratos anexos. Las variantes de PapG mas
relevantes en el proceso de infeccién urinaria son PapGlll, el cual esta
principalmente asociado a cistitis en humano y a pielonefritis en perro, y PapGlI que

esta principalmente asociado a pielonefritis y bacteriemia en humano [27,43].

Otro tipo de fimbria son las denominadas “curli” las cuales estdn formadas por
subunidades de la proteina CsgA. Este tipo de fibra amiloides, aparte de participar
en la adhesion a las células del huésped reconociendo varias proteinas séricas como
la fibronectina, la laminina, el plasmindgeno y la proteina activadora del
plasmindgeno, estan implicadas junto con la celulosa en la agregacion bacteriana y

la formacién de biopeliculas [27,44].

Las fimbrias F1C y S también son comunes entre los E. coli uropatégenos aunque
son menos frecuentes que las de tipo 1 y P. La familia S incluye las fimbrias Sfal,
Sfall y Foc. Las fimbrias Sfa tienen un papel relevante ya que son producidas por
cepas implicadas en procesos de sepsis y meningitis en recién nacidos. Estas
interaccionan con glicoproteinas que contienen acido sialico presente en una gran
amplitud de tipos celulares entre los que se encuentra la membrana plasmatica de las

células de los ganglios del sistema nervioso central[27,42,45].

Las proteinas autotransportadoras son proteinas que presentan diversos dominios de
transporte que les permiten, como su nombre indica, su propio transportarte a través

de las membranas bacterianas. EIl dominio pasajero, a diferencia del de transporte,




Introduccidn

es muy variable y es el que determina la funcion de la proteina. Una vez excretada
puede permanecer adherida a la superficie celular y actuar como una adhesina o

puede ser liberada y actuar como toxina [27].

El antigeno 43 (Ag43) es el autotransportador adhesivo mas estudiado. Al igual que
en las fimbrias P, diversos alelos de Ag43 se han descrito con diferentes propiedades
funcionales. Entre ellas, las principales son el autorreconocimiento que facilita la
autoagregacion, promoviendo la formacion de biopeliculas y la adhesién al huésped
[27].

Movilidad

A diferencia de Shigella, EXPEC presenta flagelo, el cual estd compuesto por un
cuerpo basal, un gancho, un motor y un filamento. Este es utilizado por la bacteria
para desplazarse hacia nuevos nutrientes o escapar de condiciones adversas.
Ademas, se ha observado que tiene un papel importante en el desplazamiento de la

vejiga a los rifiones [46].

Mecanismo de evasién del sistema inmune

La resistencia al suero y la evasion de la accion del complemento es muy importante
durante el proceso de infeccion. Al igual que en Shigella, esta resistencia esta
principalmente mediada por el LPS y por la capsula. Entre los linajes de EXPEC
existe gran variabilidad de antigenos O y diversos grupos capsulares. Cabe destacar
que E. coli que presenta la capsula del grupo 2 y el antigeno capsular K1 se ha
convertido en el principal causante de sepsis y meningitis neonatal. Este antigeno
esta formando por un homopolimero lineal de &cido N-acetilneuraminico unido a-
2,8, el cual es el acido sialico mas comdn en mamiferos. Al expresar este antigeno
consigue mimetizarse, jugando asi, un papel fundamental en su patogénesis
reduciendo su inmunogenicidad y protegiendo la bacteria del sistema inmune del
huésped [42,47-49]. Cabe destacar, que el acido polisialico presente en la capsula de
E. coli K1 es inmunoguimicamente idéntico al polisacarido capsular del serogrupo B

de Neisseria meningitidis [2].
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Toxinas

EXPEC como Shigella, utiliza toxinas que le permiten su difusion a tejidos mas
profundos, el acceso a nutrientes localizados dentro de las células y desactivar
efectores inmunes evitando su potencial antibacteriano [27]. No obstante, EXPEC

no posee T3SS, es por ello que utiliza sistemas de secrecion tipo |y V [46].

La a-hemolisina es una toxina excretada que estd codificada por el gen hlyA. Esta
presenta actividad citotdxica contra eritrocitos y otras células nucleadas, incluyendo
células inmunes, endoteliales y epiteliales. En especial tiene actividad sobre

neutrofilos, por lo que podria tener un efecto protector para la bacteria [27].

El factor citotoxico necrotizante 1 (CNF1) estd muy relacionado con EXPEC
hemolitico, ya que el gen cnfl se localiza en una isla de patogenicidad en la que se
encuentra siempre en combinacion con hlyA, aunque este Ultimo puede encontrarse
de forma independiente. La expresion de CNF1 es ventajosa para EXPEC en la
colonizacién de la vejiga ya que produce una reorganizacion del citoesqueleto de

actina de células uroteliales, promoviendo la internalizacion bacteriana [27].

El LPS, aparte de su funcidn protectora frente al suero, puede actuar como toxina ya
gue tiene gran poder inmunogénico. Como esta unido a la bacteria es referido como
endotoxina [27]. Ademas, al igual que Shigella, EXPEC también presenta SPATES
como Pic, Vat (vacuolating autotransporter protein) la cual aglutina grupos hemo y
actla como hemoglobinasa y Sat (secreted autotransporter toxin) la cual se postula

que tiene actividad citotéxica y produce reorganizacion del citoesqueleto [27,50].

Sistemas de adquisicion de hierro

La disponibilidad de hierro es un factor limitante de crecimiento tanto en la orina
como en la sangre. Ademas, ante una infeccion el huésped disminuye la expresion
de proteinas unidas a hierro como pueden ser la lactoferrina o la transferrina. Es por
ello que las bacterias tanto comensales como patogénicas producen sistemas de

captacion de hierro [27,42].
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Una gran proporcion del hierro en el huésped se encuentra en el grupo hemo de la
hemoglobina de los eritrocitos. Este grupo hemo puede ser absorbido mediante
receptores presentes en la superficie de la bacteria, como ChuA y Hma, tras lisar los

eritrocitos mediante la accién de la hemolisina [27].

Los sider6foros son moléculas guelantes de hierro que son secretados por la bacteria
y posteriormente captadas por receptores especificos en la membrana externa. Los
sistemas de siderdforos descritos en EXPEC son la enterobactina, la salmoquelina, la

aerobactina y la yersiniabactina [27].

3. Resistencia antibiotica

Los microorganismos debido a su alta plasticidad genética tienen la capacidad de
adaptarse a situaciones de estrés o que puedan afectar a su integridad y viabilidad
como es la presencia de antibiéticos. Las bacterias pueden adquirir resistencia a
antimicrobianos a través de modificaciones de proteinas presentes en la pared
celular o de la diana terapéutica, la inactivacion o degradacion antibidtica por parte

de enzimas o la presencia de bombas de eflujo (Figura 10) [51,52].

Para acceder a la diana terapéutica, los antibiéticos deben penetrar a la célula a
través de la membrana de la bacteria. La membrana externa que presentan las
bacterias gramnegativas actlGa como barrera natural contra agentes hidrofilicos, por
lo que estos agentes dependen de porinas, proteinas canal que permiten la difusion
pasiva, para poder entrar en la célula. La pérdida de expresion de porinas por parte
de algunas bacterias se traduce en una disminucién de la permeabilidad del
organismo, hecho que produce que presente una disminucion de la sensibilidad a

multiples antimicrobianos [52].
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Figura 10 Mecanismos de resistencia antimicrobiana. Tomado de Prats, Pumarola, y Mirelies 2023
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Otra via por la que se limita el acceso de los antimicrobianos a la diana terapéutica
es mediante bombas de expulsion. Estas bombas son proteinas que expulsan
activamente componentes toxicos para la bacteria, como pueden ser los antibiéticos,

permitiendo reducir la concentracion en el interior celular [51,52].

Una de las vias méas extendidas es la inactivacion de los antibidticos mediante
enzimas. Estas pueden por un lado degradar el antibidtico o por otro lado
modificarlos catalizando reacciones de acetilacion, fosforilacién o adenilacion, entre
otras. Las modificaciones en regiones clave del antimicrobiano pueden contribuir a
reducir la afinidad por la diana y por tanto permitir a la bacteria resistir la actividad
antibidtica [51,52].

Finalmente, la diana terapéutica puede modificarse lo que puede conllevar a una
reduccion o evasion de la afinidad antibidtica. Estas modificaciones pueden ser
debidas a mutaciones puntuales o a modificaciones enzimaticas como la metilacion.

La resistencia también puede deberse a la proteccién de la diana por parte de
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proteinas, o la adquisicion de un remplazo para la diana, que puede realizar las

mismas funciones celulares sin inhibicion del antibiotico [52].

A continuacion, se detallan los antibidticos mas empleados para el tratamiento de la
shigelosis y los principales mecanismos de resistencia que se han identificado hasta

el momento.

. Quinolonas
Las quinolonas son antimicrobianos que actGan sobre enzimas que participan en el
proceso de replicacion del ADN bloqueando las topoisomerasas Il y IV. Estas
enzimas estan formadas por dos subunidades codificadas por los genes gyrA 'y gyrB
para la topoisomerasa Il o ADN girasa y parC y parE para la topoisomerasa IV.
Generalmente la resistencia a las quinolonas es debida a mutaciones en la
denominada regién determinante de la resistencia a quinolonas (QRDR), que en
Escherichia coli se detectan principalmente entre el codén 67 y 107 del gen gyrAy
el 80 y 84 de parC. Una mutacion puntual puede dar resistencia a quinolonas de
primera generacion, mientras que, para las fluoroquinolonas como el ciprofloxacino,
son necesarias mutaciones en gyrA y parC [53]. El ciprofloxacino, es un
antimicrobiano de primera linea para el tratamiento de la shigelosis [30,54]. Durante
los afios 2000, se detectaron por primera vez aislados de Shigella de todas las
especies resistentes a ciprofloxacino que presentaban simultaneamente una triple
mutacion en los genes que codifican las estructuras diana: gyrA-S83L, gyrA-
D87G/N y parC-S80I. Los analisis filogenéticos muestran una marcada evolucion
convergente en el género. En S. dysenteriae tipo 1, el estudio llevado a cabo por
Njamkepo et al. 2016 sobre la poblacién global de este tipo de S. dysenteriae, revel6
que la resistencia a ciprofloxacino mediada por la triple mutacion en QRDR,
solamente habria sido adquirida una vez, en un sublinaje del linaje IV en el que
todos los aislados pertenecian al sur de Asia. De un modo similar, en el caso de S.
sonnei, la resistencia a las fluoroquinolonas es debida a la expansion global
posiblemente desde el sur de Asia del sublinaje CipR (3.6.1.1) que pertenece al

linaje Central Asia Ill. Por el contrario, en S. flexneri, se han documentado estas
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mutaciones en QRDR en varios serotipos (1a, 1c, 2a, 2b, 2av, 4a, 4c y X). El estudio
de genomas de aislados obtenidos por el proyecto de Global Enteric Multicenter
Study (GEMS) en el que se incluian siete naciones en el Africa subsahariana y el sur
de Asia, identificaron hasta tres perfiles de mutaciones diferentes en tres clados de la
filogenia. Por lo tanto, demostraria un origen polifilético de la resistencia y una

evolucion convergente continua de linajes en S. flexneri. [22,55-57].

Por lo que respecta a EXPEC, se postula que la resistencia a las fluoroquinolonas
debida a mutaciones en QRDR se podria asociar al éxito de algunos linajes
pandémicos. En los estudios epidemioldgicos de la resistencia a ciprofloxacino, el
ST maés prevalente es el ST131 que presenta mdaltiples mutaciones adquiridas
secuencialmente, entre las que se encuentran las comentadas anteriormente en
Shigella, y en menor medida el ST1193 que se postula que adquirid la resistencia en
un evento simultaneo de recombinacion homologa con un E. coli perteneciente al
ST10 [58,59].

Ademas de la resistencia por mutaciones en QRDR, también se han detectado genes
codificados en plasmidos que proporcionan susceptibilidad disminuida a quinolonas
como las proteinas tipo Qnr (QnrA, QnrB, QnrC, QnrD, y QnrS) o la
acetiltransferasa AAC(6')-Ib-cr [53]. Las proteinas Qnr se unen a la girasa y la
topoisomerasa |V proporcionando proteccion contra las quinolonas, ya que
disminuyen el acceso del antibidtico a la diana. En cuanto a AAC(6')-1b-cr, es una
enzima bifuncional, aparte de resistencia a quinolonas, proporciona resistencia a
aminoglucésidos como amikacina, tobramicina y kanamicina. La resistencia a las
quinolonas es debida a la acetilacion mediada por el enzima del nitrdgeno amino en

su anillo de piperazinilo [60].

I[l.  Macrdlidos

Los macrélidos se caracterizan por unirse de forma reversible a la region
peptidiltransferasa del 23S ARN ribosomal, hecho que interfiere en la sintesis
proteica. Aunque generalmente son considerados bacteriostaticos, a altas

concentraciones y bajo inoculo, pueden tener accion bactericida [54]. Clasicamente,
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los macrdlidos presentan una baja actividad frente a Enterobacteriaceae debido a la
baja penetracion de la membrana de este tipo de bacterias. Sin embargo, la
azitromicina presenta una mayor difusion y es utilizada para el tratamiento de las
infecciones diarreicas producidas por miembros de la familia Enterobacteriaceae
[61].

Aunque las guias terapéuticas recomiendan el uso de la azitromicina para el
tratamiento de la shigelosis, hasta el momento el Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI) y el European Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing
(EUCAST) no proporcionan puntos de corte clinicos para este antibidtico en
enterobacterias. No obstante, recomiendan utilizar el punto de corte epidemiolégico
para Shigella. En los ultimos afios, se ha documentado un incremento de la
resistencia a azitromicina, principalmente debido a la inactivacion del antibidtico
por la fosfotransferasa MPH(2")-1 codificada en el gen mphA o por la modificacion
de la diana por parte de la ARNr metiltransferasa codificada en el gen ermB. Ambos
genes son generalmente movilizados a través de plasmidos pertenecientes a diversos

grupos de incompatibilidad, principalmente el IncFIl [62-64].

1. B-lactamicos

Los B-lactdmicos comprenden un amplio grupo de antibi6ticos que se caracterizan
por presentar un anillo B-lactdmico en su estructura molecular. Estos compuestos
impiden la sintesis del peptidoglucano de la pared celular bacteriana inhibiendo la
accion de las proteinas fijadoras de penicilina (PBP). Esta accion por si sola produce
un efecto bacteriostatico, el efecto bactericida radica en la combinacion con la
activacion de un sistema de enzimas liticas (autolisinas) que degradan el
peptidoglucano, hecho que al inhibir el proceso de sintesis y estimular la

degradacion produce la muerte bacteriana [54].

Los B-lactdmicos se dividen en diversos subgrupos en funcién de los radicales
unidos al anillo. Entre los més extendidos se encuentran las penicilinas, las

cefalosporinas, los monobactamicos y los carbapenémicos [54]. Para el tratamiento
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de la shigelosis, las guias terapéuticas recomiendan el uso de las cefalosporinas de

tercera generacion como la ceftriaxona.

Las B-lactamasas son enzimas con capacidad de hidrolizar el anillo B-lactamico y en
consecuencia inactivan el antibi6tico. Estas se pueden clasificar segun la estructura
molecular por el sistema Ambler, el cual las divide en 4 clases, denominadas A, B,
C y D. En E. coli y Shigella, los principales mecanismos de resistencia a las
cefalosporinas de tercera generacion son la expresion de B-lactamasas de espectro
extendido (BLEE) que forman parte de la clase A. Estas enzimas tienen la capacidad
de hidrolizar penicilinas y cefalosporinas y son inhibidas por el acido clavulanico y
el tazobactam. Las familias de BLEE identificadas con mayor frecuencia son la
TEM, SHV y CTX-M. Esta ultima, es la mas extendida, siendo la CTX-M-15 la
BLEE mas detectada mundialmente, tanto en enterobacterias como concretamente
en E. coli y Shigella. Concretamente la expansion de CTX-M-15 esta principalmente
asociada al ST131 de E. coli y frecuentemente son adquiridas mediante plasmidos
pertenecientes a los grupos de incompatibilidad IncF, Incll, IncN, IncH1 e IncH2. A
la clase A también pertenece la familia de las KPC, que a diferencia de las anteriores
presenta capacidad de hidrolizar carbapenémicos, por lo que se le denomina
carbapenemasa. Aunque KPC es una de las carbapenamasas mas extendidas en
enterobacterias, pues a nivel europeo entre 2013 y 2014 en Klebsiella pneumoniae
fueron las carbapenemasas mas detectadas (31,5%), en E. coli fue la tercera (7,2%)
[65]. En un estudio multicéntrico realizado en 71 hospitales espafioles en 2019, la
deteccién de E. coli productor de KPC fue puntual con tres aislados protectores de
KPC-3 (7.7%). En Shigella, Gnicamente se ha detectado un aislado productor de
KPC hasta el momento, concretamente un aislado de S. flexneri en Senegal [53,66—
68].

Las B-lactamasas de clase B también son conocidas como metalo-B-lactamases, por
presentar un atomo de zinc en el centro activo. Se caracterizan por tener un amplio

espectro de accion, con capacidad de hidrolizar penicilinas, cefalosporinas, y

carbapenémicos. Las familias mas extendidas de esta clase son: las NDM, VIM e
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IMP. A nivel europeo entre 2013 y 2014, NDM fue la segunda carbapenemasa méas
detectada en E. coli (10,3%) y VIM no fue detectada. Por lo que respecta a E. coli,
en el estudio sobre las carbapenemasas en Espafia en 2019, VIM-1 fue la segunda
carbapenemasa mas detectada (19,2%) y por el contrario NDM fue solamente un
aislado (3,8%). En Shigella unicamente se han reportado cepas productoras de IMP
y VIM en S. sonnei y S. flexneri en aislados obtenidos de muestras de heces de nifios
con diarrea de las islas Andaman (India) en los afios 2013 y 2014. [65-69].

Las B-lactamasas de clase C o AmpC proporcionan resistencia de alto nivel a
cefalosporinas de primera, segunda y tercera generacién. Estas enzimas estan
presentes de forma natural en el cromosoma de muchos bacilos gramnegativos, entre
los que se encuentran E. coli y Shigella. Cabe matizar que, generalmente el gen
ampC no se expresa en Shigella spp ni en E. coli y solo se observa un fenotipo
resistente cuando se producen mutaciones en la region del promotor que inducen una
hiperexpresion del gen. Algunas familias de AmpC relevantes por su transmision
mediada por elementos genéticos moviles son las CMY, FOX y DHA,
especialmente CMY-2 tanto en E. coli como en Shigella [67,68,70].

Finalmente, las p-lactamasas de clase D, también conocidas como OXA, son la clase
de enzimas mas diversa. Las inicialmente descritas Unicamente poseian actividad
frente a las penicilinas, pero actualmente se han documentado enzimas con actividad
frente a las cefalosporinas y los carbapenémicos con un amplio espectro de
sensibilidad a los inhibidores [68]. En Shigella la resistencia a la ampicilina esta
muy asociada a la presencia de B-lactamasas de tipo OXA como OXA-1, juntamente
con las penicilinasas de clase A como la TEM-1[67]. A nivel europeo entre 2013 y
2014 las carbapenemasas OXA-48-like fueron las mas detectadas en E. coli (22,2%)
y OXA-48 también fue la carbapenemasa mas detectada en Espafia en esta especie
(73,1%) [66]. Por el contrario, no se ha descrito ningun aislado a nivel mundial de

Shigella portador de este gen.
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4. Transferencia de material genético

En procariotas se conocen tres mecanismos por los cuales el material genético puede
ser movilizado horizontalmente entre células: la transformacion, la transduccion y la

conjugacion. Mediante este proceso las células pueden adquirir rapidamente
caracteristicas nuevas ( Figura 11) [71,72].
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Figura 11 Transferencia de ADN entre células bacterianas. (1) Transduccion. ADN genémico de un
fago (amarillo) se inserta en el cromosoma bacteriano (Azul marino); este es replicado y
ocasionalmente puede empaquetar ADN bacteriano (transduccion generalizada) o ADN bacteriano
junto al del propio fago (Transduccidn especifica), lisa la célula, y al infectar una célula receptora. (2)
Conjugacion. Los plasmidos conjugables (Naranja) y ICEs utilizan estructuras proteicas conocidas
como pilus para establecer una conexion con una célula receptora y transferir material genético. Los
Plasmidos movilizables pueden aprovechar los pilus codificados en otros elementos para transferirse

(Azul claro). (3)Transposon (Rosa) se integran en el cromosoma o en plasmidos por recombinacién no
homdloga. Tomada de Frost et al. 2005 [71]
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La transformacion es un proceso de transferencia por el cual una célula receptora
incorpora ADN extracelular libre. Generalmente, el nimero de genes que pueden ser
transferidos por este proceso es reducido ya que una célula individual incorpora solo
uno o unos pocos fragmentos de ADN [71,72].

Los bacteri6fagos durante el proceso de empaquetado pueden reemplazar el genoma
virico por un fragmento del genoma del hospedador. Este proceso se conoce como
transduccidn y puede ocasionar la incorporacion de cualquier gene, el cual se conoce
como transduccion generalizada o puede integrarse directamente una region

especifica en el genoma viral, la llamada transduccion especifica [71,72].

Finalmente, durante la conjugacion, una célula donara en contacto directo con una
celula receptora transfiere el ADN. Para ello es necesario que la célula donadora
posea un elemento genético con capacidad de replicarse de forma independiente,
como pueden ser plasmidos o elementos integrativos y conjugativos (ICE:
integrative and conjugative element) y que codifiquen las proteinas necesarias para

generar el pilus que servira de canal para transferir el ADN [71,72].

I.  Plasmidos
Los plasmidos son elementos genéticos que tienen la capacidad de replicarse
independientemente del cromosoma y existen en el interior de la célula como ADN
libre. Sin embargo, no presentan formas extracelulares y aunque poseen un origen de
replicacion, los plasmidos requieren de las enzimas codificadas en el cromosoma
para su replicacion (helicasa, polimerasa, etc.). EI uso de la maquinaria de
replicacion cromosémica limita el rango de huéspedes en el que se puede replicar un
plasmido, existiendo plasmidos con rango estrecho de hospedadores y que por tanto
solo se mantienen en un taxon bacteriano, y plasmidos con un amplio rango que se
han detectado en diversos géneros. Mayoritariamente los plasmidos son de DNA

bicatenario y circulares, aungue en algunos casos son lineales [72,73].

Generalmente los plasmidos no codifican genes con funciones esenciales para el

hospedador, pero pueden portar genes con actividad de adaptacion a nichos como
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genes que proporcionan resistencia a antimicrobianos o genes de virulencia, como es
el caso del plasmido pINV de Shigella comentado anteriormente. Los plasmidos
estan formados generalmente por un “backbone” que conforma los genes con
funciones esenciales para el plasmido y genes accesorios. En los plasmidos de
resistencia, estas regiones accesorias suelen estar formadas por uno o mas genes de
resistencia y elementos maviles asociados como secuencias de insercion (IS),

transposones o integrones [24,72,73].

La replicacion de los plasmidos se inicia en una region concreta de su estructura, el
denominado origen de replicacion (ori). Esta es desencadenada generalmente, por la
unién de la proteina de iniciacion denominada replicasa (Rep), codificada por el gen
rep en el plasmido. Adicionalmente, la proteina Rep participa en el control del
numero de copias del plasmido que hay en la célula para evitar comprometer al
hospedador. Los plasmidos que utilizan ARN como iniciador expresan de forma
constitutiva un ARN antisentido, por lo tanto, es proporcional al nimero de copias
plasmidicas, y se une al ARNm de rep para reprimir su transcripcion o traduccion.
Otro mecanismo de control del nimero de copias de plasmido es el basado en
iternones, que regulan de forma negativa Rep y también son directamente

proporcional al nimero de copias de plasmido [72,73].

Los plasmidos pueden clasificarse segun el grupo de incompatibilidad al que
pertenecen. La compatibilidad plasmidica consiste en la imposibilidad de que dos o
mas plasmidos puedan coexistir de forma estable en la misma célula. Este fenémeno
generalmente se debe a que, al compartir un mismo de sistemas de iniciacion de la
replicacion, los plasmidos son percibidos como iguales y por lo tanto el mecanismo
de control de nimero de copias condiciona una inestabilidad segregacional en
ausencia de presion selectiva. Por lo tanto los grupos de incompatibilidad (Inc),

agrupan aquellos plasmidos relacionados que son incompatibles entre si [73].
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5. Infecciones de transmision sexual

Las infecciones de transmision sexual (ITS) son actualmente un grave problema de
salud publica. Estas pueden tener un origen etioldgico, clinico y epidemiolégico
diverso, llegandose a asociar con la transmisién por via sexual hasta 30 patdgenos
diferentes entre bacterias, virus y parasitos [74]. Aunque generalmente no son
mortales, algunas de las complicaciones de las ITS incluyen la enfermedad
inflamatoria pélvica, el embarazo ectdpico, la infertilidad, el dolor pélvico cronico,
la artropatia seronegativa, una mayor susceptibilidad a la infecciéon por el VIH y
enfermedades neuroldgicas y cardiovasculares. Ademas, aln existe un gran estigma
contra las personas que padecen ITS, y estas afectan de forma desproporcionada a
grupos que pueden estar marginados en algunas regiones como por ejemplo hombres
gue mantienen relaciones sexuales con hombres (HSH), personas que ejercen el
trabajo sexual o algunas minorias étnicas. Como consecuencia de actitudes morales
condenatorias hacia las ITS, en muchos casos resultan en una falta de voluntad

politica para priorizar su control [74,75].

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estimé en 2012 que globalmente
existian 357 millones de casos nuevos de las cuatro ITS curables no-virales mas
prevalentes; la tricomoniasis, causada por el protozoo Trichomonas vaginalis, la
clamidia, la gonorrea y la sifilis, causadas por las bacterias Chlamydia trachomatis,
Neisseria gonorrhoeae 'y  Treponema pallidum  subespecie  pallidum,
respectivamente. En los ultimos afios se ha descrito un incremento de la incidencia
de estos microorganismos, segin datos del Centre d'Estudis Epidemiologics sobre
les Infeccions de Transmissié Sexual i Sida de Catalunya (CEEISCAT) del 2016 al
2021 los casos de clamidia se incrementaron de 24,3 casos por 100.000 habitantes a
140,2 casos y en gonorrea de 8,9 casos en 2012 a 86,2 casos en 2021 [76]. A parte
del incremento de la incidencia de estos organismos, existe una gran alarma debido a
la emergencia de la resistencia antibidtica por parte de algunos de los organismos

causantes de ITS. La azitromicina ha sido uno de los antibidticos mas utilizados para

el tratamiento de las ITS bacterianas. Cuando se introdujo su uso clinico, se
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considero la panacea para el tratamiento de las ITS bacterianas, principalmente
debido a su eficaz penetracion en los tejidos, una vida media prolongada, el hecho
de que su administracion sea oral y que presente actividad contra la mayoria de las
ITS bacterianas. No obstante, es probable que su uso masivo, particularmente frente
a la C. trachomatis, haya inducido o seleccionado organismos resistentes de N.

gonorrhoeae y M. genitalium, y en algunos entornos en T. pallidum [75].

I.  Hombres que mantienen relaciones sexuales con hombres
El colectivo de HSH, agrupa aquellas personas de género masculino (hombres) que
se identifican como gay o bisexual, junto con aquellos que hayan mantenido o
mantengan relaciones sexuales con otros hombres independientemente de cémo se
identifiquen. Este colectivo presenta una prevalencia elevada de infecciones de
transmision sexual. Asi, en el afio 2012 en Inglaterra, el 79% de los casos de sifilis,

el 58 % de gonorrea y el 17% de clamidia fueron diagnosticados en HSH [74].

Las relaciones sexuales que mantienen los HSH son diversas. Asi, algunos son
parejas mondgamas, mientras que otros reportan diversas parejas sexuales, tanto
regulares como ocasionales [77]. Existen caracteristicas concretas en el grupo
sexualmente mas activo de esta poblacion que podrian explicar esta alta prevalencia
observada. En primer lugar, algunos individuos del colectivo HSH mantienen
practicas que suponen un mayor riesgo para la adquisicion de ITS, como puede ser
un mayor nimero de parejas sexuales recientes 0 mas parejas sexuales concurrentes,
0 practicar sexo sin preservativo [78]. Aunque actualmente el colectivo de
Lesbianas, Gais, Trans*, Bisexuales, Intersexuales y otras (LGTBI+) presenta una
mayor proteccion legal y mas apoyo social, muchas personas siguen padeciendo
agresiones LGTBIfobicas [79]. Algunos autores han explorado como factores
psicosociales pueden influenciar la practica de sexo sin proteccion. Entre estos
factores, se encuentra el hecho de haber sufrido homofobia o el estigma
interiorizado de estas personas que puede traducirse en depresion, la cual es mas
prevalente entre HSH que en hombres heterosexuales [80,81]. La depresion

moderada y la soledad, junto al consumo excesivo de alcohol y drogas, han sido
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asociados a un menor uso del preservativo [80,82—84]. Al contrario, se ha observado
que aquellas personas que perciben que poseen suficiente apoyo social para hacer
frente a circunstancias dificiles, asi como aquellas que presentan mas confianza
propia para negociar con sus parejas sexuales, tienen significativamente menos
probabilidades de participar en sexo sin preservativo [83]. Ademas, se ha observado
en EUA que aquellas regiones en las que existe un estigma estructural e
institucional, se asocian con un menor uso de la profilaxis preexposicion frente al
VIH (PrEP), posiblemente debido a que los profesionales sanitarios muestran una
menor disposicion a consultar sobre los comportamientos sexuales de los pacientes,
hecho que impide detectar aquellas personas que podrian beneficiarse del
tratamiento [85]. Por otro lado, algunos HSH seropositivos siguen una estrategia
seroadaptativa en la cual practican sexo sin preservativo, lo que se traduce en una
mayor exposicion a las ITS. Este hecho ha supuesto que algunas epidemias hayan
tenido una mayor incidencia en este grupo, como el linfogranuloma venéreo, la
hepatitis C o la shigelosis. El contacto sin preservativo de este grupo relativamente
cerrado de HSH VIH positivos con HSH seronegativos ha incrementado a
consecuencia del uso de la PrEP, por lo que estas infecciones mas frecuentes en
personas seroadaptativas podrian verse incrementadas entre HSH seronegativos
[75,86].

La densidad de la red sexual es un factor importante, el cual proporciona una
evaluacion de la conectividad general de la red y se define como la proporcion de
vinculos entre las personas. Aquellas redes sexuales mas densas son una indicacion
de tasas de contacto mas altas entre las personas y como se comentaba entre los
aspectos individuales, los HSH presentan un mayor numero de parejas concurrentes.
Este hecho crea mas oportunidades de transmision de ITS, y por lo tanto, mayor
riesgo de adquirirlas [87]. Asimismo, la transmisibilidad también aumenta de forma
proporcional al nimero de bucles triangulares presentes en la red. Es por ello que en
una red sexual en la cual haya un mayor numero de individuos cuyas parejas

sexuales sean a su vez parejas sexuales entre si, existe una mayor probabilidad de
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desarrollo epidémico de ITS. Asi pues, para el desarrollo de estos bucles triangulares

es necesario la presencia de personas gue tengan sexo con su mismo género.[78].

En tercer lugar, las relaciones sexuales que suceden durante viajes, facilitan la
creacion de puentes entre grupos geograficamente distantes y tienen un impacto
fundamental como mecanismo de introduccién y transmision de ITS en una red
sexual [78]. En el caso de la poblacién HSH, los eventos multitudinarios que se
desarrollan en multiples paises podrian tener un gran papel. Estos acontecimientos
consisten en celebraciones de varios dias de duracién y retnen a un gran nmero de
personas HSH. Se ha observado que, durante este tipo de eventos, hay un mayor uso
de drogas, mayor nimero de parejas sexuales y menor uso del preservativo por parte
de los asistentes, comparado con otras fiestas locales [78,86,88]. En Barcelona, se
estudio el posible efecto en la incidencia de gonorrea en HSH una semana después
de estos eventos entre 2007 y 2016. En ese periodo en Barcelona se celebraron
cuatro grandes eventos internacionales cada afo, repartidos entre abril y setiembre y
de 8 dias de media. El evento con mayor afluencia fue el Pride con 260.000
participantes anualmente y con un 20% de extranjeros. Considerando el efecto
global de todos los eventos agrupados, se detectd un aumento significativo promedio
de 1,16 casos de gonorrea en HSH (IC 95%: 0,68, 1,64) atribuibles a las

celebraciones [88].

También existen razones de bio-comportamiento, pues se ha demostrado que la
transmision de algunas ITS como el VIH o la sifilis es mas eficiente durante el sexo
anal [80]. Asimismo, algunos organismos enteropatdgenos pueden ser transmitidos
por via sexual a través de contacto directo anal-oral como el anilingus o por
contracto indirecto como la manipulacion del preservativo, uso de los dedos,
juguetes sexuales, fisting, etc. Se ha identificado diversos brotes entre HSH
producidos por diferentes especies de Campylobacter y Shigella, asi como por
Escherichia coli O117:H7 productor de toxina Shiga, virus de la hepatitis A, etc
[89-100].
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El departamento de salud publica de Sant Francisco describié por primera vez un
brote venéreo de enteritis producido por S. flexneri 2a en 1974. El brote const6 de 50
casos de los cuales la mayoria eran hombres jovenes HSH [101]. Desde entonces la
transmision sexual entre HSH tanto de S. flexneri como S. sonnei se ha observado en
Asia, Australia, Europa, y Norte América. Estudios genomicos realizados han
detectado la diseminacion intercontinental de sublinajes especificos en este
colectivo, entre los que se encuentran sublinajes de S. flexneri del serotipo 3ay 2ay
sublinajes de S. sonnei del clado 3.6 como los genotipos CipR.MSM1 (3.6.1.1.3.1)
y CipR.MSM5 (3.6.1.1.2) y del 3.7, el genotipo MSM4 (3.7.25) y el VN2.KH1.Aus
(3.7.29.1.4.1) [18,95,102-107]. Ademas, estos sublinajes generalmente son
portadores del plasmido pKSR100, en la que se codifican entre otros, los genes

mphA y ermB que proporcionan resistencia a la azitromicina [102].
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1. ldentificar y caracterizar los linajes de Shigella circulantes en
Barcelona entre hombres que mantienen relaciones sexuales con
hombres

En los paises de rentas altas la shigelosis afecta principalmente a viajeros que han
visitado zonas endémicas o a HSH. En estudios recientes realizados en paises de
rentas altas, se han descrito linajes especificos circulando mayoritariamente entre la
poblacion HSH. Estos linajes ademas muestran una alta prevalencia de resistencia a

algunos antimicrobianos.

En este contexto, este trabajo tiene por objetivo investigar la estructura poblacional
de Shigella flexneri y Shigella sonnei aislados de pacientes HSH basada en la
secuenciacion de su genoma completo y estudiar su sensibilidad antimicrobiana.
Para ello, se ha estudiado una coleccién de aislados de ambas especies, obtenidos en
el Servicio de Microbiologia del Hospital Universitari Vall d’Hebron procedentes de
muestras clinicas obtenidas entre los afios 2015 y 2019 de pacientes HSH atendidos
en Unidades de atencién primaria de Barcelona, el Hospital Vall d’Hebron y la

Unidad de ITS Drassanes—Vall d'Hebron.
Los objetivos especificos que se derivan son:

A. Estudiar la sensibilidad fenotipica a los antimicrobianos utilizados para el
tratamiento de la shigelosis y comparar las tasas de resistencia obtenidas
segun la fuente de adquisicion.

B. Identificar los determinantes de resistencia a antibidticos codificados por los
aislados de S. flexneri y S. sonnei.

C. Determinar la estructura poblacional de los aislados de S. flexneri y S.
sonnei obtenidos de pacientes HSH, estudiando su serotipo, diversidad
clonal y la relacion genética con los aislados productores de brotes

contemporéneos identificados en otros paises.
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2. Investigar los aspectos microbiologicos involucrados en el
aumento de Shigella productora de BLEE multirresistente y
extremadamente resistente identificadas en Barcelona entre los
afos 2020 y 2021

Entre los afios 2020 y 2021 se ha identificado un incremento significativo de
aislados de Shigella multirresistentes por adquisicién de resistencia a cefalosporinas
de tercera generacion. Esto es especialmente significativo entre aislados de S. sonnei
obtenidos de poblacién HSH, tanto en paises de nuestro entorno como en Barcelona.
Adicionalmente, muchos de estos aislados ademas muestran co-resistencia a otras
familias de antimicrobianos lo que les hace ser categorizados como

microorganismos extremadamente resistentes.

Por esta razon, el objetivo de este trabajo es realizar una caracterizacion
microbioldgica de los aislados de S. sonnei y S. flexneri multirresistentes (MDR) y
extremadamente resistentes (XDR) detectados en HSH, obtenidos en el Servicio de
Microbiologia del Hospital Universitari Vall d’Hebron procedentes de muestras

clinicas procesadas entre 2020 y 2021.
Los objetivos especificos que se derivan son:

A. Analizar la evolucion de la sensibilidad a p-lactamicos y otras familias de
antimicrobianos entre los aislados de Shigella.

B. Identificar los mecanismos de resistencia implicados en el aumento de
resistencia a cefalosporinas de tercera generacion en S. sonnei y S. flexneri.

C. Estudiar la relacion filogendémica de los aislados MDR y XDR con el fin de
identificar la existencia de posibles transmisiones clonales locales de los
aislados circulantes en Barcelona.

D. Investigar la existencia e interconexion de transmisiones internacionales de

clones XDR y MDR que hayan podido introducirse en nuestro medio.
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3. ldentificar la transmision a través de contacto sexual de otros
enterobacterales productores de BLEE no pertenecientes al
genero Shigella y que colonizan el tracto intestinal de hombres
gue mantienen relaciones sexuales con hombres

Multiples estudios resaltan que las personas sanas pueden ser un reservorio a nivel
intestinal de microorganismos multirresistentes. A diferencia de Shigella, en la que
estd demostrada la transmision sexual, existen escasos estudios respecto al posible
papel que el contacto sexual pueda tener en la transmisién de bacterias

multirresistentes que colonizan el tracto intestinal.

Por ello, el objetivo de este estudio es identificar si el contacto sexual puede ser una
via de transmision de enterobacterales MDR no enteropatdégenos. Para ello
pretendemos determinar la prevalencia y caracterizar las enterobacterias productoras
de BLEE identificadas entre HSH que acuden a un cribado de ITS (Drassexpres) en
el centro de Enfermedades Transmisibles Vall d"Hebron-Drassanes (Barcelona)
durante el mes de mayo de 2021.

Los objetivos especificos que se derivan son:

A. Determinar la prevalencia de enterobacterias productoras de BLEE entre
HSH que acuden a un cribado de ITS.

B. Caracterizar desde un punto de vista genémico las enterobacterias
productoras de BLEE incluyendo su relacion filogendmica, y los
determinantes de resistencia a los principales antimicrobianos utilizados en
la préactica clinica y sus factores de patogenicidad.

C. Investigar la relacion genética existente con aislados productores de BLEE
identificados en otros estudios internacionales con el fin de identificar la

posible diseminacion y transmision de clones de alto riesgo epidemioldgico.
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Breve resumen

A lo largo de los ultimos afios, se ha descrito en paises de nuestro entorno un
incremento de brotes de shigelosis entre HSH. La mayoria de los casos estan
producidos por S. flexneri y S. sonnei. En este trabajo se caracterizan las poblaciones
de Shigella pertenecientes a estas especies obtenidas de HSH con diarrea atendidos

en centros sanitarios de la ciudad de Barcelona.

En el servicio de microbiologia del Hospital Universitario Vall d’Hebron se
obtuvieron entre 2015 y 2019 80 aislados de S. flexneri y 107 de S. sonnei. De estas,
el 55% de S. flexneri y el 24,3% de S. sonnei se considerd que se obtuvieron de
pacientes HSH tras la revision de las historias clinicas. Los estudios de sensibilidad
antimicrobiana revelaron que el 80% de los aislados asociados a HSH eran
resistentes a azitromicina, el 65,7% a cotrimoxazol y el 32,8% a ciprofloxacino. La
resistencia simultanea a los tres antibiGticos solo se detectd en S. sonnei, y

representando el 65,4% del total de aislados de esta especie. Por lo que respecta a
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ceftriaxona, Unicamente el 2,8% de los aislados asociados a HSH fueron resistentes

a este antimicrobiano.

Por lo que respecta a los determinantes de resistencia detectados, los aislados
asociados a HSH y que se mostraron resistentes a la azitromicina eran portadores de
los genes mphA y/o ermB; los resistentes al cotrimoxazol codificaban diversas
combinaciones de dfrAl, dfrAl7, sull y sul2; los resistentes al ciprofloxacino
presentaban mutaciones en la regidén determinante de resistencia a quinolonas de
gyrA y parC; y aquellos aislados resistentes a la ceftriaxona eran portadoras del gen

blacrx-m-27.

En cuanto a la estructura poblacional de los aislados de S. flexneri asociados a HSH,
se observO que estos pertenecian a tres filogrupos diferentes (FG1-FG3) y a siete
serotipos (1b, 1c, 2a, 2b, 3a, 5a, e Y). Ademas, en la representacion grafica de la
filogenia los aislados se organizaron en seis clados. El filogrupo méas prevalente fue
el FG3 al que pertenecian el 40,9% de los aislados e incluia principalmente aislados
del serotipo 2a y un aislado del serotipo Y. Por lo que respecta a S. sonnei, todos los
aislados obtenidos pertenecian al linaje 111 y se distribuian en cuatro clados. El clado
4 fue el mayoritario, agrupando el 69,2% de los aislados de S. sonnei y pertenecian
al genotipo CipR.MSM5. Todos los aislados de este clado se caracterizaron por

presentar una triple mutacién en QRDR y ser portadores de los genes mphA y ermB.

Finalmente, el analisis filogenético también revel6 que la mayoria de los aislados
estudiados de ambas especies estaban estrechamente relacionados genéticamente
con aislados descritos en otros paises. Los genomas representantes del Reino Unido
y Australia de sublinajes de S. flexneri 2a y 3a asociados a brotes intercontinentales
fueron muy proximos genéticamente a los obtenidos en Barcelona. Lo que
confirmaria la introduccion de estos sublinajes en Barcelona. En cuanto a S. sonnei,
genomas de estos dos paises también fueron proximos genéticamente al clado 4. El
genotipo CipR.MSMD5 no era el mas prevalente en los estudios que habia publicados
hasta el momento, aunque posteriormente se ha evidenciado una diseminacion

global. Cabe destacar que los sublinajes mas detectados de ambas especies
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presentaban resistencia a azitromicina mediada por los genes mphA o ermB
codificados en el plasmido pKSR100, el cual se ha propuesto como posible factor
clave en el éxito de la diseminacion de estos sublinajes. Por lo tanto, a pesar de la
falta actual de un punto de corte de susceptibilidad clinica para la azitromicina en
enterobacterias, se espera un alto potencial de fracaso terapéutico si la azitromicina
se utiliza como tratamiento empirico contra la shigelosis de adquisicion doméstica

en hombres.
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Breve resumen

Recientemente, investigadores de diversos paises han comunicado un aumento en la
deteccién de Shigella sonnei productora de BLEE asociada a transmision entre HSH.
En el estudio previo realizado por nuestro grupo, Unicamente el 2,8% de Shigella
spp. obtenidas de HSH en Barcelona entre 2015 y 2019 eran productoras de BLEE.
Sin embargo, en el periodo comprendido entre 2020 y 2021, evidenciamos un
aumento en la prevalencia de la resistencia a cefalosporinas de tercera generacion, la
cual se situd en un 38%. Es por esta razén, que el principal objetivo de este segundo
estudio fue identificar los mecanismos moleculares subyacentes responsables de la
resistencia a esta familia de antimicrobianos, asi como caracterizar estos aislados
con el fin de identificar la existencia de posibles transmisiones locales, y su relacion

con clones circulantes en otros paises.




Resultados

Entre 2020 y 2021, se aislaron 37 S. sonnei y 43 S. flexneri en el Servicio de
Microbiologia del Hospital Universitario Vall d’Hebron. De estas, el 59,5% de S.
sonnei y el 65,1% de S. flexneri se consideraron que fueron adquiridas por contacto
sexual entre HSH. El andlisis de sensibilidad de los aislados revelé que el 49% de S.
sonnei y el 12% de S. flexneri eran productoras de BLEE. Por fuente de adquisicion,
el 83% de los productores de BLEE fueron obtenidos de HSH. El analisis genémico
reveld que todos los aislados de Shigella productores de BLEE asociados a HSH
codificaban blacrx-m-27 €n un plasmido del tipo pKSR100.

En cuanto a la estructura poblacional, los aislados de S. sonnei productores de BLEE
asociados a HSH, pertenecieron al genotipo CipR.MSM5 y formaron un clado
separado de los aislados no productores de BLEE del mismo genotipo obtenidos
entre 2015 y 2021. Estos resultados sugieren una introduccion internacional del
genotipo CipR.MSM5 productor de CTX-M-27 como origen del brote detectado en
Barcelona. Por lo que respecta a S. flexneri, todos los aislados productores de BLEE
relacionados con HSH pertenecieron al serotipo 2a, los cuales formaron un clado
independiente y con una reducida distancia genética. La distancia detectada, junto a
la falta de vinculos epidemioldgicos entre los pacientes de los cuales se obtuvieron
los aislados, sugiere la posible existencia de casos secundarios no detectados. La
diseminacion internacional de brotes de Shigella resistentes cada vez a mas familias
de antimicrobianos, pone de manifiesto la necesidad de incrementar los esfuerzos en
la vigilancia conjunta basada en la secuenciacién del genoma completo, con tal de
monitorizar y prevenir la expansion de futuros brotes, poniendo especial foco en el

colectivo HSH.
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Background: Several countries have recently reported the detection of ESBL-producing Shigella sonnei asso-
ciated with transmission among MSM. In a previous study by our group, 2.8% of Shigella spp. obtained from
MSM in Barcelona between 2015 and 2019 were ESBL producers.

Objectives: To describe and characterize the emerging ESBL-producing Shigella spp. associated with sexual
transmission among MSM detected from 2020 to 2021 in Barcelona, elucidating their connectivity with contem-
poraneous ESBL-producing Shigella spp. from other countries.

Results: From 2020 to 2021, we identified that among MSM, 68% of S. sonnei were XDR harbouring blacrx.m-27
and 14% of Shigella flexneri were MDR harbouring blacry-m-27. WGS analysis showed that the ESBL-producing S.
sonnei were part of a monophyletic cluster, which included isolates responsible for the prolonged outbreak oc-
curring in the UK. Our data also reveal the first emergence and clonal dissemination of ESBL-producing and
fluoroquinolone-resistant S. flexneri 2a among MSM.

Conclusions: We report an increasing trend of antimicrobial resistance in Shigella spp. among MSM in Barcelona
since 2021, mainly as a consequence of the dissemination of XDR ESBL-producing S. sonnei, previously reported
in the UK. These results highlight the importance of international collaborative surveillance of MDR/XDR S. sonnei
and S. flexneri for rapid identification of their emergence and the prevention of the transmission of these
pathogens.

as afirst/second-line treatments.”® During the last decade, anin-
crease in the number of cases of shigellosis in MSM, especially by

Introduction

In high-income countries, shigellosis is mainly found in travellers
returning from high-risk regions and as a sexually transmitted in-
fection (STI) in MSM. Outbreaks of Shigella sonnei and Shigella
flexneri among MSM have been reported worldwide.!™®
According to international guidelines, the antibiotic therapy re-
commended for shigellosis includes ciprofloxacin, azithromycin,
trimethoprim/sulfamethoxazole (co-trimoxazole) or ceftriaxone

isolates resistant to oral treatments, has been documented.
Recently, the emergence of ESBL-producing S. sonnei has been
reported in several countries.®'! In a rapid risk assessment
released in February 2022, the ECDC raised the level of risk of
shigellosis due to MDR S. sonnei for MSM to moderate, based on
the high probability of infection but the low impact of such
infection.'®

© The Author(s) 2023. Published by Oxford University Press on behalf of British Society for Antimicrobial Chemotherapy.
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In a previous study conducted by our group, we showed that
among MSM-associated Shigella spp. collected in Barcelona from
2015 to 2019 only 2.8% were ESBL producers as they carried
blacrx.m->7."* The aim of this study was to describe and character-
ize the emerging ESBL-producing Shigella isclates associated
with sexual transmission among MSM detected from 2020 to
2021 in Barcelona, elucidating their connectivity with contem-
paraneous ESBL-producing Shigella spp. from other countries.

Methods

Study population and bacterial isolates

From January 2020 to December 2021, 37 S. sonnei and 43 S. flexneri
were obtained from stool cultures of patients with diarrhoeal disease
who attended primary healthcare units in Barcelona and different de-
partments of the Vall d’Hebron Hospital, including the Sexually
Transmitted Infections Unit, the Tropical Medicine and International
Health Unit, and other medical departments. Duplicate isolates from
the same individual were excluded. Patients’ medical records were re-
viewed to collect their sociodemographic characteristics and to identify
if pathogen acquisition was related to a sexually transmitted infection
among MSM or to other sources.

Antibiotic susceptibility testing (AST)

AST using selected antimicrobials was performed by disc diffusion or the
gradient diffusion method (Etest™, bioMérieux). MICs were interpreted
according to the EUCAST clinical breakpoints, except for azithromycin
for which epidemiological cut-off values were used (https:/eucast.org/).
MDR isolates were defined as those with resistance to >3 antibiotic cat-
egories and XDR as those with susceptibility to only one or two categories
of antibiotics."

WGS and biocinformatic analysis

WGS was performed in all MSM-associated 5. flexneri and S. sonnei as well
as all ESBL-producing Shigelia obtained, regardless of the route of acqui-
sition. Short-read sequencing for each isolate was performed by Nextera
DNA Flex and MiSeq (Illumina) according to the manufacturer's instruc-
tions. Trimmomatic (v0.38), Unicycler (v0.4.7) and SPAdes (v3.14.1)
were used to perform raw-read trimming and de novo genome assembly.
Shigatyper (v1.0.5), Mykrobe (v0.9.0) and Resistance Gene Identifier (RGI,
v&.2.2) were used for in silico S. flexneri serotyping, S. sonnei genotyping
and for the identification of acquired antimicrobial resistance genes and
point mutations associated with antimicrobial resistance, respectively.

The presence of the plasmid p183660 (accession no. KX008967),
which has previously been identified as simultaneously encoding anti-
microbial resistance determinants to third-generation cephalosporins
(3GCs) (blacrx-m-27), macrolides [mph(A) and erm(B)], sulphonamides
(sul1), trimethoprim (dfrA17) and aminoglycosides (aadA5) in Shigella
was investigated by mapping the trimmed reads to the plasmid as refer-
ence with Snippy (v4.3.6)."1°

Based on the results from the short-read sequencing, representative
MSM Shigella isolates encoding blacry.u-»7 and showing different resistance
phenotypes were sequenced to characterize blacrx-m-27-harbouring plos-
mids by long-read sequencing using MInION technology (Oxford
Nanopore Technologies). After DNA extraction using DNeasy PowerSoil
Pro Kit (QIAGEN, Hilden, Germany), libraries were prepared using Native
Barcoding Kit 96 v14 and sequenced on R10.4.1 flow cell (Oxford
Nanopore Technologies). Basecalling was carried out with Guppy (v6.3.8)
in standard mode. After trimming with Filtlong (v0.2.1), a hybrid assembly
with short reads was performed with Unicycler (v0.4.8) and SPAdes
(v3.14.1). Plasmids encoding blacrm 27 were compared with the plasmids

pKSR100 (accession no. LN624486), p183660 and p893916 (accession no.
MW396858), which have previously been identified to encode antimicrabial
resistance determinants in MSM-associated Shigella isolates using BLAST
Ring Image Generator (BRIG) and Mauve.'*'*

Maximum-likelihood phylogeny was carried out with Snippy (v4.3.6)
with S. flexneri 2a strain 2457T (AE014073) and S. sonnei 53G
(NC_016822) as the reference strains, removing recombination events
with Gubbins (v2.3.4). Finolly, the single-nucleotide polymorphism
(SNP)-based phylogenetic tree was constructed after 1000 bootstrap re-
plicates with the 1Q-Tree (v1.6.10) and tree annotation with relevant
metadata was performed with the interactive tree of life (iTOL) (http:/
itol.embl.de). The genome of representative Shigella spp. isolates previ-
ously studied by our group and obtained from MSM from Barcelona in
the period 2015-19 as well as the genome of international isolates ob-
tained in previous studies were included to add context (Table S1, avail-
able as Supplementary data at JAC Online).

Data analysis

Categorical variables were compared using the chi-squared test (y test)
or Fisher's exact test when appropriate.

Sequence data deposition
Reads used for this study were deposited in the National Center for

Biotechnology Information (NCBI}) under the BioProject number
PRINAB64648.

Ethics

The study was approved by the Ethics Committee of the Vall d'Hebron
Hospital, reference number PR(AG)456/2020. The study was conducted
in accordance with the principles laid out in the Declaration of Helsinki
and in accordance with the principles of Good Clinical Practice.

Results

Bacterial isolates and antimicrobial resistance

From 2020 to 2021, 37 S. sonnei and &3 S. flexneri were obtained
from 80 patients in the Clinical Microbiology Department of the
Vall d’'Hebron Hospital. Of these, 59.5% of S. sonnei (22/37) and
65.1% of S. flexneri (28/43) were considered to have been ac-
quired through sexual contact among MSM (n="50, median age
36.2 years, range 20-63) with no history of recent travel to
low- or middle-income countries.

AST showed that 29% of Shigella spp. were ESBL producers.
By species, 49% of S. sonnei (18/37) and 12% of S. flexneri
(5/43) produced this resistance mechanism. By years, 33% of
S. sonnei (5/15) were ESBL producers in 2020, and 59% in
2021 (13/22). Regarding S. flexneri, no ESBL producers were
identified in 2020; however, 23% of the isolates obtained in
2021 (5/22) possessed this resistance mechanism. According
to the source of acquisition, 83% (19/23) of ESBL-producing
Shigella could be identified as acquired among MSM. The sus-
ceptibility to the remaining first-/second-line antimicrobials is
shown in Table 1. MDR was found in 95% and 14% of
MSM-associated S. sonnei and S. flexneri, respectively, while
XDR was only detected among S. sonnei as 68% were
co-resistant to azithromycin, ciprofloxacin, co-trimoxazole
and cephalosporins (Table 1).

Antimicrobial resistance gene content analysis revealed that
among the ESBL-producing Shigella isolates, 87% (20/23)
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Table 1. Antimicrobial resistance rates of S. sonnei and S. flexneri isolates obtained in this study from 2020 to 2021, classified according to the source

of acquisition

S. sonnei

S. flexneri

Non-MSM/Unk

Non-MSM/Unk

MSM (N=22) (N=15) (N=15)
n (%) n (%) Total (N=37) n (%) MSM (N=28) n (%) n (%) Total (N=43) n (%)
Antimicrobial agent
Ceftriaxone 15 (68) 3 (20) 18 (49) 4 (14) 1(7) 5(12)
Cefixime 15 (68) 3 (20 18 (49) 4 (14) 1(7) 5(12)
Ertapenem 0 0 0 0 0 0
Ciprofloxacin 21 (95) 4(27) 25 (68) 11 (39) 5(33) 16 (37)
Co-trimoxazole 22 (100) 9 (60) 31 (84) 10 (36) 6 (40) 16 (37)
Azithromycin 21(95) 1(7) 22 (59) 17(61) 5(33) 22 (51)
MIC 16-48 mag/L 0 2(13) 2(5) 3(11) 1(7) 4(9)
MIC = 64 mg/L 21 (95) 1(7) 22 (59) 14 (50) 4(27) 18 (42)
MDR 21 (95) 3(20) 24 (65) 5(18) 1(6) 6 (14)
XDR 15 (68) 1(7) 16 (43) 0 0 0

Unk, unknown. P values <0.05 were considered statistically significant at the 95% CI level.
Significance found between acquisition groups within the same species, indicated by bold type

encoded blacrxm-z7 and 13% (3/23) blacrxmas All (19/19)
MSM-ESBL-producing isolates encoded blacixm-27,  while
among the non-MSM/unknown origin isolates, 25% (1/4) har-
boured blacrx-m-27 and 75% (3/4) blacrx-m-1s. Interestingly, three
MSM-associated §. sonnei encoded blacry.u-27 despite being sus-
ceptible to all the p-lactams tested and not showing evidence of
ESBL production (i.e. synergy between amoxicillin/clavulanate
and 3GCs). The genomic analysis of these isolates showed a dis-
ruption of the =35 (TTGAAA) and —10 (TACAAT) promoter regions
of blacrx-m-27 due to the inversion of an 1526 element located up-
stream (Figure 1, pSH280). Azithromycin-resistant isolates en-
coded mph(A) and/or erm(B), the co-trimoxazole resistant
showed different combinations of the dfrAl, dfrA17, sull and
sul2 genes and the ciprofloxacin-resistant isolates presented tri-
ple mutations in the QRDRs of the gyrA (S83L and D87G/N) and
parC (S801) genes. Other single mutations in QRDRs as well as
plasmid-mediated quinolone resistance mediated by the Qnr
family were also detected (Table 51).

Genomic analysis of blacrx.m-27-encoding plasmids

Plasmid alignment of the trimmed short reads revealed that all
MSM-associated S. sonnei encoding blacry.m-27 showed 95%
coverage of p183660, while the MSM-associated S. flexneri en-
coding blacrx-m-27 exhibited a coverage of between 79% and
89%. Consequently, two MSM-associated S. sonnei (SH212 and
SH280) and two S. flexneri (SH242 and SH282) encoding
blacry-m-27 and showing different resistance phenotype were se-
lected for long-read sequencing to perform a detailed genomic
analysis of blacryu-27-harbouring plasmids and to compare
them with previously identified Shigella MSM-associated plas-
mids pKSR100, p183660 and p893916.

The blacty.m-27-encoding plasmid from the S. sonnei isolates
(pSH212 and pSH280) showed a high identity and coverage with
plasmid pKSR100 (identity 98.11%; coverage 90%) described in a

non-ESBL producer S. flexneri 3a from the UK, with p183660 (iden-
tity >99.97%; coverage 92%) previously identified from a
CTX-M-27-producing S. sonnei isolate in the UK in 2015 and with
plasmid p893916 (identity >99.98%; coverage 100%) described
in a CTX-M-27-producing CipR.MSM5 genatype S. sonnei from the
UK in 2020. On the other hand, the blacry-u-27-encoding plasmid
from the S. flexneri isolates (pSH242 and pSH282) also showed
high identity with pKSR100, p183660 and p893916, but lower
coverage than that found within the 5. sonnei isolates (identity
>97.9%; coverage 83%-90%; identity >99.9%; coverage 76%-
86% and identity >99.89%; coverage 82%-93%, respectively).'*!°
The p183660 backbone was conserved in all plasmids, showing
structural differences mainly due to deletions and genomic reor-
ganizations of mobile genetic elements containing different com-
binations of antimicrobial resistance determinants. Specifically,
pSH242 and pSHS282 from S. flexneri did not harbour the
pKSR100 integron containing sulphonamide, trimethoprim and
aminoglycoside resistance genes (sull, dfrA17 and aadA5), and
additionally pSHS282 did not carry the genomic region containing
the macrolide resistance determinants mph(A) and erm(B).
Interestingly, blacrxm-27 in S. sonnei was flanked by 1526 and
[S15 while in S. flexneri it was flanked by two 1526 (Figure 1 and
Figure S1).

Genotyping, serotyping and genomic epidemiology
of Shigella spp.

Genotyping of XDR ESBL-producing S. sonnei isolates according to
the Hawkey's clossification showed that 100% (15/15) of
MSM-associated isolates belonged to the CipR.MSM5 genotype
(genotype number 3.6.1.1.2) [Figure 2(a)].'® The three non-MSM/
unknown origin ESBL-producing S. sonnei belonged to genotypes
CipR.MSM5, MSM4 (genotype number 3.7.25) and Central Asia 111
(genotype number 3.6), respectively [Figure 2(a)]. It was of note
that the non-MSM-associated S. sonnei belonging to genotype
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Figure 1. Structural organization of the region encoding antibiotic resistance determinants of blacrx.m-27-harbouring plasmids of S. sonnei and S. flex-
neri from this study compared with MSM-associated Shigella plasmids pKSR100, p183660 and p893916. pSH282 and pSH242 are plasmids of S. flexneri
SH282 and SH242, respectively; pSH212 and pSH280 are plasmids of S. sonnei SH212 and SH280, respectively. Light grey shading denotes shared re-
gions of identity. DUF denotes domain-containing proteins. * denotes partial features. This figure appears in colour in the online version of JAC and in

black and white in the print version of JAC.

CipR.MSM5 was obtained from a female in the context of an intra-
familial transmission event involving an MSM positive for S. sonnei
(SNP distance=1) (Figure 2). Regarding the MSM-associated
non-ESBL-producing S. sonnei isolates, 86% (6/7) belonged to
the genotype CipR.MSM5 and 14% (1/7) to the CipR.parent (geno-
type number 3.6.1).

The phylogeny of the S. sonnei isolates belonging to the 3.6
clade showed that all the XDR ESBL-producing CipR.MSM5 isolates
obtained in this study nested together and were genetically clo-
ser to the representative XDR CipR.MSMS5 isolates obtained in the
UK (SRR11206407) and Australia (SRR12132003) (range 6-11
SNPs) than to the non-ESBL-producing CipR.MSMS5 S. sonnei
isolates obtained in Barcelona between 2015 and 2019
(range 12-42 SNPs) [Figure 2(b)].M** On the contrary, the
non-ESBL-encoding CipR.MSMS5 isolates obtained between 2020
and 2021 were genetically closer to the CipR.MSMS5 isolates ob-
tained in Barcelona in the period 2015-19. Finally, the three iso-
lates encoding blacrx-m-27 but not showing an ESBL phenotype
also belonged to CipR.MSM5 and were clustered together (range
1-3 SNPs) [Figure 2(b)].

The in silico serotyping of MSM-associated S. flexneri showed
that 46% (13/28) belonged to the 2a serotype, 27% (8/28) to
30, 21% (6/28) to 1b and 4% (1/28) to 1c. All the ESBL-producing
S. flexneri isolates (5/5) belonged to the 2a serotype. The four
MSM-associated ESBL-producing S. flexneri isolates formed a
closely related independent cluster within the phylogeny (range
0-15 SNPs) and no epidemiological link was identified among
the patients from whom these isolates were obtained. The re-
maining non-MSM-associated ESBL-producing isolates showed
a higher genetic distance from them (range 200-204 SNPs)
(Figure 3). The four MSM-associated ESBL-producing isolates pos-
sessing a triple mutation in the QRDR [gyrA (S83L and D87N) and
parC (S80I)] were genetically close to the non-ESBL-producing
fluoroquinolone-resistant S. flexneri identified in Barcelona in
the 2015-19 and 2020-21 periods, in Australia in 2016
(SRR7885970) and in the UK in 2020 (SRR12175226)
(Figure 3).17:1%

Discussion

We describe an increase and dissemination of XDR
ESBL-producing S. sonnei and MDR ESBL-producing S. flexneri
among MSM in Barcelona during 2020-21. Specifically, 68% of
S. sonnei and 14% of S. flexneri acquired by MSM were ESBL pro-
ducers and simultaneously resistant to ciprofloxacin, azithromy-
cin and/or co-trimoxazole. These findings differ from the data
previously obtained by our group in 2015-19, in which only
3.8% of S. sonnei and 2.3% of S. flexneri acquired among MSM
were ESBL producers.?

ESBL-producing S. sonnei among MSM has been detected in
several countries. Australia reported a prolonged outbreak of
ESBL-producing S. sonnei belonging to the VN2.KH1.Aus geno-
type (genotype number 3.7.29.1.4.1) from 2019 to 2020, mainly
associated with males.” In addition, the MSM-related
ESBL-producing isolates detected in Canada and in Belgium be-
tween 2017-19 and 2018-19, respectively, and the unique
ESBL-producing S. sonnei isolate detected in Barcelona during
2015-19 also belonged to this genotype.“!%!° Nevertheless,
sporadic detection of XDR ESBL-producing CipR.MSMS5 isolates
were also identified in Australia and in the UK before the
COVID-19 epidemic.** However, an outbreak of XDR
ESBL-producing CipR.MSMS5 S. sonnei was detected in the UK be-
tween September 2021 and February 2022.'* In our previous
study, we identified that the most prevalent MSM-related S. son-
nei genotype detected during 2015-19 in Barcelona was
CipR.MSM5.? Despite not being ESBL-producers, isolates belong-
ing to this genotype have shown great expansion in recent years,
as they have also been found as being the most prevalent among
the ciprofloxacin- and azithromycin-resistant isolates in
Australia, the UK and the USA during 2018-19 and also the
most prevalent in MSM-associated shigellosis in Belgium.*®
This may demonstrate successful worldwide dissemination of
this genotype, even before ESBL acquisition.

In our present study, three MSM-associated XDR
ESBL-producing CipR.MSMS5 isolates were sporadically detected
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Figure 2. Phylogenomic analysis of S. sonnei isolates. (a) Maximum-likelihood tree of the ESBL-producing S. sonnei and MSM-associated S. sonnei iso-
lates collected in Barcelona in this study from 2020 to 2021 (n=25), as well as the MSM-associated S. sonnei isolates previously identified in the 2015-
19 period in Barcelona (n=26) and the selected international representative S. sonnei isolates (n=27). The tree was rooted with S. sonnei 53G. (b)
Phylogeny of the S. sonnei isolates belonging to the 3.6 clade based on the Hawkey et al. classification. Isolate metadata and molecular characteristics

are colour coded, as detailed in the key. MRD, macrolide resistance determinant. This figure appears in colour in the online version of JAC and in black
and white in the print version of JAC.
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Figure 3. Phylogenomic analysis of S. flexneri isolates. Maximum:-likelihood tree of the ESBL-producing S. flexneri and MSM-associated S. flexneri iso-
lates collected in Barcelona in this study from 2020 to 2021 (n=29), as well as the MSM-associated S. flexneriisolates previously identified in the 2015-
19 period in Barcelona (n=44) and the selected international representative S. flexneri isolates (n=31). The tree was rooted with 5. flexneri 2a strain
2457T. Isolate metadata and molecular characteristics are colour coded, as detailed in the key. MRD: macrolide resistance determinant. This figure
appears in colour in the online version of JAC and in black and white in the print version of JAC.

in December 2020 in Barcelona; however, in June 2021 a re-
appearance and rapid outbreak expansion was detected. The S.
sonnei phylogeny revealed that all the outbreak-related XDR
CipR.MSM5 isolates from Barcelona were part of the same mono-
phyletic cluster in which the representative XDR CipR.MSMS5 iso-
lates from the UK and Australiac were also found. This fact
reinforces the international transmission hypothesis by which

this clone has been introduced in our country, replacing the
non-ESBL-producing CipR.MSM5 clone, which previously circu-
lated in our area, and originating a local outbreak in Barcelona.
The successful dissemination of this clone among different coun-
tries may be the consequence of the interconnected internation-
al sexual networks among MSM after the relaxation on the
COVID-19 epidemic measures in the summer of 2020.'%1%:2°
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On the other hand, the genomic analysis of blacrx.m-27-encoding
plasmids in this study showed a high similarity of these mobile
genetic elements with previous plasmids encoding resistance to
macrolides, co-trimoxazole, aminoglycosides and/or p-lactams in
MSM-associated Shigella (pKSR100, p183660 and p893916). The
pKSR100 plasmid, which among others encodes macrolide resistant
determinants, was proposed to have had a role in driving the epi-
demics of azithromycin-resistant S. sonnei and S. flexneri among
MSM.?! Thus, the combination of pKSR100-type plasmids that
have acquired blacrx 27 with a successfully disseminated geno-
type of S. sonnei could have facilitated the expansion and in-
crease of XDR ESBL-producing Shigella among MSM during the
last 2 years. Additionally, the location of several resistance genes
within the same plasmid could also be an element that may con-
tribute to its co-selection and dissemination, especially in con-
texts of high antibiotic pressure such as MSM receiving
treatment for other STIs such as Chlamydia trachomatis and
Neisseria gonorrhoeae infection, as has previously been docu-
mented in the UK.!

Unlike S. sonnei, no MSM-associated outbreaks of
ESBL-producing S. flexneri have previously been reported. In our
study, we identified four MSM-associated CTX-M-27-producing
S. flexneri 2a isolates. As no epidemiological link was detected
among the patients from whom these isolates were obtained
and they showed a close genetic distance, the existence of sec-
ondary non-detected cases could be considered. blacrx-m-27 in
S. flexneri isolates was found in a pKSR100-related plasmid and
showed a high identity with plasmids harbouring blacryx-m-27 in
S. sonnei. Consequently, the hypothesis of the acquisition by
S. flexneri of pKSR100-type encoding the blacrx-m-27 plasmid cir-
culating among S. sonnei would be plausible. For this to occur,
several genomic reorganizations involving the loss of several
antimicrobial resistance genes should have happened. Another
possible scenario could have been the acquisition of a genomic
fragment containing blacrx.m-27 by a circulating pKSR100-type
plasmid in 5. flexneri mediated by the 1526 elements flanking
this structure. These hypotheses have yet to be confirmed. In
any case, it is necessary to continue monitoring the evolution
of ESBL production in S. flexneri isolates in MSM in our environ-
ment, as well as their possible emergence or dissemination in
other countries.

In this study we identified a significant increase of quinolone
resistance in S. flexneri in MSM compared with what we observed
in the 2015-19 period (4.5% versus 38%) as a consequence
of the introduction of fluoroquinolone-resistant S. flexneri 2a
(P <0.05).1? Although the MSM-associated ESBL-producing
S. flexneri detected in Barcelona should not be considered XDR,
as simultaneous resistance to co-trimoxazole and azithromycin
has not yet been found, these results should warn of the possibil-
ity that S. flexneri could also acquire additional resistance deter-
minants, thereby following the same antibiotic resistance
evolution as the MSM-related S. sonnei. This could be a plausible
phenomenon that might happen by horizontal gene acquisition
of such resistance determinants in a population with high anti-
microbial exposure.

One limitation of this study is that due to the retrospective
design of the research, some demographic and epidemiological
data are missing. Specifically, data regarding sexual contacts
or information about travel to non-low- or -middle-income

countries by the cases included was not collected, and conse-
quently, it was not possible to establish epidemiological links be-
tween the patients and/or identify possible transmission chains.

In summary, in this work we report an increasing trend of anti-
micrabial resistance in Shigella spp. among MSM in Barcelona
since 2021, mainly as a consequence of the emergence of an
outbreak of XDR ESBL-producing S. sonnei belonging to the
CipR.MSM5 genotype. Our data demonstrate a close genetic link
with the XDR ESBL-producing S. sonnei isolates responsible for
the prolonged outbreak detected in the UK also in 2021, confirm-
ing its successful international dissemination coinciding with the
increase in social interactions after the COVID-19 lockdown.
Additionally, to our knowledge, we have detected the first clonal
dissemination of MDR ESBL-producing S. flexneri among MSM,
which also represents a significant health threat. These results re-
inforce the importance of collaborative international surveillance
of MDR/XDR Shigella spp. for rapid identification of its emergence
as well as the need to implement measures that allow early diag-
nosis and contact tracing of cases of shigellosis among MSM to
reduce its dissemination.
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3. Deteccion de la transmision a través de contacto sexual de
enterobacterales productores de BLEE no pertenecientes al
genero Shigella y que colonizan el tracto intestinal de hombres
gue mantienen relaciones sexuales con hombres

Elevada prevalencia de colonizacion intestinal por Escherichia coli
productor de p-lactamasa de espectro extendido entre hombres que

mantienen relaciones sexuales con otros hombres.

Trabajo no publicado

Breve resumen

La transmision de enteropatdgenos como Shigella por via sexual estd ampliamente
descrita. Sin embargo, hasta el momento, existe escasa evidencia del papel que el
contacto sexual puede tener en la transmision de bacterias multirresistentes, como

por ejemplo seria el caso de Escherichia coli productor de BLEE entre HSH.

Con el fin de identificar si, como se ha observado para Shigella, existe una
transmision clonal de enterobacterales productores de BLEE entre HSH, durante el
mes de mayo de 2021 se estudio la colonizacion por parte de estos microrganismos
en HSH que acudian a realizarse un cribado de ITS en el centro de Enfermedades
Transmisibles Vall d"Hebron-Drassanes (Barcelona). En total se estudiaron un total
de 120 muestras de frotis rectales provenientes de sendos pacientes, identificandose
un 17,5% de portadores de E. coli productor de BLEE (n=21). No se identifico una
relacion estadisticamente significativa entre la edad, el nimero de parejas sexuales,
la practica de sexo anal, o haber sido diagnosticado de sifilis o VIH y estar
colonizado por E. coli productor de BLEE. No obstante, cabe destacar que, entre los
colonizados, respecto a los no colonizados, presentaron una tendencia a ser
individuos de mayor edad (p=0.08), un nimero mas elevado de parejas sexuales

(p=0.09) y a estar diagnosticado por VIH previamente (0.06).
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El analisis de los genomas de los aislados obtenidos revel6 que las BLEE detectadas
fueron SHV-12 (28,6%), CTX-M-15 (28,6%), CTX-M-27 (19%), CTX-M-14
(9,5%), CTX-M-1 (9,5%) y CTX-M-65 (4,8%). Otros mecanismos de resistencia
detectados a otras familias de antimicrobianos fueron mutaciones en QRDR vy los
genes mphA, dfrA, sul y tet. Por lo que respecta a la epidemiologia molecular de los
aislados, el ST mas prevalente fue el ST14 (28,6%), seguido del ST131 (19%).
Ademas, los aislados presentaban diversos determinantes de virulencia asociados a
la capacidad de colonizacién, adherencia, resistencia a suero y toxinas, como son
fimbrias del tipo 1 y P, la capsula del grupo 2, SPATES y multiples sistemas de
adquisicion de hierro.

Finalmente, el estudio de la distancia genética entre los aislados pertenecientes a los
ST maés prevalentes (ST14 y ST131) de este estudio revel6 que los aislados del S14
y los del ST131 presentaban una distancia genética de entre 8-107 SNPs y 1-40
SNPs, respectivamente. Ademas, tres aislados de Barcelona formaron un cllster
muy préximo genéticamente (distancia genética de 1 SNP entre aislados) hecho que
junto a la proximidad de aislamiento en el tiempo podria indicar una transmision

reciente.

Adicionalmente, al comparar la distancia genética de nuestros aislados con la de los
obtenidos en un estudio previo de similares caracteristicas en HSH en Paris, se
observo que entre los aislados del ST14 de ambas ciudades la distancia era reducida
(rango de SNPS 8-101), intercalandose incluso en algunos casos los aislados de
ambos grupos en la filogenia. Este hecho sugiere la posible circulacion de aislados
de este ST entre ambos paises en este colectivo. Por su lado, los aislados del ST131

fueron distantes entre ambas ciudades.
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Elevada prevalencia de colonizacion intestinal por Escherichia coli
productor de p-lactamasa de espectro extendido entre hombres que

mantienen relaciones sexuales con otros hombres.

Il.  Introduccion
El aumento de la resistencia a antimicrobianos se ha convertido en un grave
problema de salud publica. En 2017, la Organizacion Mundial de la Salud llevé a
cabo una priorizacion de microorganismos para los cuales era urgente el desarrollo
de nuevas terapias debido a las escasas opciones de tratamiento que presentan las
infecciones que producen. Entre los que destacan con una prioridad critica, la mas
alta de la priorizacion, se encuentran las enterobacterias productoras de

carbapenemasa y las resistentes a cefalosporinas de tercera generacion [108].

La transmision sexual por via anal-oral de organismos ha sido confirmada para
diversos patdgenos como Shigella, Campylobacter o el virus de la Hepatitis A
[94,95,99]. Recientemente, se ha reportado una mayor prevalencia en la
colonizacidn intestinal de enterobacterias productoras de B-lactamasa de espectro
extendido (BLEE) entre hombres que mantienen relaciones sexuales con hombres
(HSH) a los que se le realizaba un cribado de infecciones de transmision sexual
(ITS) en Amsterdam y Paris, postulandose la transmision sexual como una de las
vias de adquisicion [109,110].

Por esta razon, el objetivo de este trabajo es el estudio de la prevalencia de
enterobacterias productoras de BLEE en HSH a los que se les realiza un cribado de
ITS en el centro de Enfermedades Transmisibles Vall d"Hebron-Drassanes
(Barcelona) y llevar a cabo una caracterizacion genémica de los aislados obtenidos,

a fin de conocer la relacion genética entre los mismos, su resistoma y su viruloma.

I1l.  Metodologia

Poblacion de estudio y aislados bacteriano
Se estudiaron un total de 120 frotis rectales de HSH sin clinica gastrointestinal que

se sometieron a un cribado de ITS (Drassanes Exprés) en el centro de Enfermedades
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Transmisibles Vall d"Hebron-Drassanes (Barcelona) durante el mes de mayo de
2021. La deteccion de enterobacterias MDR se realizd mediante la siembra del
escobillén en medios de cultivo cromogénicos BBL™ CHROMagar ESBL (Biplate)
(BD) para la deteccion de BLEEs. Las colonias obtenidas se identificaron mediante
MALDI-TOF (VITEK MS, BioMérieux). El estudio de sensibilidad antibidtica a
ceftriaxona, ciprofloxacino, cotrimoxazol y azitromicina, se llevd a cabo por el
método de discodifusion y de difusion en gradiente (E-test bioMérieux) siguiendo
las recomendaciones y los criterios de interpretacion establecidos por EUCAST
[111].

Secuenciacion del genoma completo

La extraccion del ADN genémico y la preparacion de las librerias para la
secuenciacion de los genomas de los aislados se realiz6 mediante DNeasy
UltraClean Microbial Kit (Qiagen) e Illumina DNA Prep en MiSeq (Illumina),
respectivamente. Uno de los aislados que codificaba blacrx.m-27 (E. coli DEQO8) se
secuencié mediante la tecnologia MinlON (Oxford Nanopore Technologies) para
poder obtener lecturas largas y asi caracterizar el plasmido que albergaba este
determinante de resistencia. Para ello, tras la extraccién de ADN con el kit DNeasy
PowerSoil Pro (Qiagen, Hilden, Alemania), las librerias se prepararon con el kit
Native Barcoding 96 V14 y se secuenciaron en una flowcell R10.4.1 (Oxford

Nanopore Technologies).

Analisis bioinformatico

Las lecturas fueron filtradas con Trimmomatic (v0.38) [112] y posteriormente
ensambladas de novo con el pipeline Unicycler (v0.4.8) [113]. Los ensamblados
resultantes se utilizaron para la busqueda de determinantes de resistencia con
“Resistance gene identifier” (RGI v4.2.2) y los grupos de incompatibilidad
plasmidica con Plasmidfinder y pMLST [114,115]. Para la determinacion del
sequenciotipo de E. coli se empleé la herramienta mist (v2.16.2) [116] y la

determinacion del alelo del gen fimH con FimTyper (v1.1) [117].
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La busqueda de genes de virulencia se llevd a cabo mediante VFanalyzer y
VirulenceFinder [118,119]. Las regiones capsulares fueron inspeccionadas

manualmente en los ensamblados anotados con Bakta (v1.2.1) [120].

Para determinar la distancia genética entre los aislados, se llevé a cabo un analisis de
polimorfismos con la herramienta Snippy (v4.3.6) [121]. Para ello, se utiliz6 un
genoma de referencia E. coli RUT3575 (NZ_CP048010) para el analisis de toda la
especie, E. coli EC958 (NZ _HG941718) para el ST131 y E. coli AVS0096
(NZ_CP076344) para el ST14. Las regiones recombinantes fueron detectadas y
eliminades con Gubbins (v2.3.4) [122] y una vez eliminadas del alineamiento se
realizd un andlisis filogenético de maxima verosimilitud con IQtree (v1.6.10), con
1000 boostraps [123,124]. Una vez obtenido el arbol, este fue anotado con ITOL
[125,126].

El basecalling de las lecturas largas se llevo a cabo con Guppy (v6.3.8) en modo
estandar [127], el filtrado de las secuencias con Filtlong (v0.2.1) [128] y se realiz
un ensamblaje hibrido junto a las lecturas cortas con Unicycler (v0.4.8) [113]. Los
plasmidos codificantes de blactx.m27 S&¢ compararon usando BLAST Ring Image
Generador (BRIG) y Mauve con los plasmidos codificantes de blactx.mo7: €l
plasmido pSH212 de S. sonnei asociada a HSH en Barcelona y pHP030, plasmido
obtenido en Japon de ST131 (NZ_LC520285) [129].

Analisis estadistico

Las comparaciones se llevaron a cabo mediante la prueba de Pearson y* 0 test exacto
de Fisher para los datos categoricos y la prueba-U de Mann—-Whitney para los datos
continuos. Se considerd que existian diferencias significativas en aquellos casos que

el resultado de la prueba fue inferior a 0,05.

V. Resultados

Prevalencia detectada, aislados bacterianos y resistencia antibiotica
De los 120 usuarios HSH atendidos por el servicio Drassanes Express e incluidos en

este estudio, se obtuvo una prevalencia del 17,5% (21/120) de colonizacion
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intestinal por Escherichia coli productor de BLEE, siendo esta especie bacteriana la
Unica enterobacteria resistente a cefalosporinas de tercera generacion detectada en
todos los pacientes. La prevalencia detectada fue mayor en aquellos usuarios
positivos al VIH, la cual fue de un 33% (5/15) comparada con la detectada entre los
gue reportaron ser negativos que fue del 15,2% (16/105).

La mediana de edad de los usuarios colonizados fue de 39 afios, la mayoria en los
Gltimos tres meses habian tenido entre 1-5 parejas sexuales (43%), habian practicado
sexo anal receptivo (86%) y eran negativos al VIH (76%) vy a la sifilis (62%) (Tabla
1). Aunque no se detectaron diferencias significativas entre los usuarios colonizados
y no colonizados, la mediana de edad entre los colonizados fue superior (p=0,08), el
nimero de usuarios VIH positivos también fue superior (p=0,06) y presentaron una
tendencia hacia un mayor ndmero de

parejas sexuales (p=0,09) (Tabla 1).

Tabla 1 Datos sociodemogréaficos de las

135 personas HSH atendidas en el servicio

Por lo que respecta a la resistencia a otros  de Drassanes exprés durante el mes de
o . mayo de 2021.

antibidticos de los aislados productores de

Positivo a Negativo

BLEE, el 33% (7/21) presento resistencia EBLEE EBLEE  P-valor
a ciprofloxacino y el 52% (11/21) a (n=21) (n=114)
n(%o) n(%o)
cotrimoxazol. Se detecté en el 24% (5/21) Edad 39 (30-44) 32 (28-40,5) 0,082
de los aislados una CIM de azitromicina Numero de parejas sexuales <3 mes
. . ) 15 9 (43 76 (67
superior a 16 mg/L. La resistencia 43 (®7)
6-10 6 (29) 21 (18)
simultdnea a cefalosporinas de tercera |, ,, 2 (10) 9@ 0,093
generacién, ciprofloxacino y cotrimoxazol >20 4(19) 8(7)
fue detectada en el 24% (5/21) de los Sexoanal receptivo <3 meses
sislados No 3 (14) 16 (14) .
. Si 18 (86) 98 (86)
El andlisis de los determinantes de Dlagnostico previode ViH
) ) ) No 16 (76) 104 (91) 0058
resistencia revelo6 que las BLEE S 5 (24) 108) :
identificadas fueron blacrx.m.1s (28,6%), Diagnostico previo de sifilis
blaghyv-12  (28,6%), blacrx.m-2r  (19%), No 13(62) 84 (74) 0296
si 8 (38) 30 (26) '
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blactx.m14 (9,5%), blactxma (9,5%) y blactxmes (4,8%) (Figura 12). Aquellos
aislados con una CIM de ciprofloxacino superior a 12 mg/L presentaron triple
mutacion en QRDR en gyrA (S83L y D87N) y parC (S80I) (29%) y los obtenidos
con una MIC entre 0.38-0.75 mg/L se detecté una mutacion en gyrA junto a la
presencia del gen gnrS1 (14%). EI gen mphA fue detectado en los aislados con una
CIM superior a 8 mg/L de azitromicina (67%). Aquellos resistentes a cotrimoxazol
presentaron diferentes combinaciones de dfrAl, dfrA12, dfrA14, dfrA17, sull, sul2 y
sul3 (52%); mientras que los aislados que codificaban solamente dfrAl o dfrAl4
presentaron sensibilidad a exposicion incrementa (19%). Finalmente, el 62%

presentaron determinantes de resistencia a tetraciclina (tetA o tetB).

Serotipo y epidemiologia genémica de los aislados

Se identificaron un total de seis filogrupos, siendo el B2 el mayoritario (61,9%),
seguido del A (14,3%), el D (9,5%), el E (4,8%), el F (4,8%) y el G (4,8%). En
cuanto a la identificaciéon de la epidemiologia molecular mediante MLST, se
detectaron un total de 13 STs diferentes, siendo el ST14 (28,6%) y el ST131 (19%)

los Gnicos que agruparon mas de un aislado (Figura 12).

Los aislados del ST14 presentaron mayoritariamente fimH27 (5/6), todos fueron
portadores de blagyy.12, blarem.1, una mutacion en la QRDR de gyrA (S83L), mphA,
dfrAl y tetB (Figura 12). El analisis de la proximidad genética de estos aislados
mediante SNPs revel6 que los aislados presentaron un rango de SNPs de 8-107,
siendo el DEOQ9 el mas alejado. Cuatro de los aislados formaron un clister con un
rango de SNPs de 8-19 (Figura 13). Comparando los aislados de este mismo ST
obtenidos de HSH en Paris presentaron una distancia genética reducida (rango de
SNPs de 0-107) y uno de los aislados se distribuy6 entre los obtenidos en Francia
(Figura 13) [110].
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Figura 12 Analisis filogenético de los aislados de E. coli. Arbol de méaxima verosimilitud de los 21
aislados obtenidos de cribados de ITS entre HSH. Como genoma de referencia se utilizd
NZ_CP048010. A la izquierda del arbol se detalla el filogrupo, el ST, el alelo de fimH y determinantes
de resistencia detectados.
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Figura 13 Analisis filogenético de los aislados del ST14 obtenidos en este estudio y obtenidos en Paris
por Surgers et al. 2022. NZ_CP076344 (ST1193) fue utilizado como genoma de referencia para el
mapeo de las lecturas. Este fue excluido de la representacion gréafica. A la derecha se muestra el
antigeno O y H, el alelo de fimH y la BLEE detectada.
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En cuanto al ST131, el 75% (3/4) de los aislados codificaban fimH99 y el 25% (1/4)
fimH30. Respecto a los determinantes de resistencia de este ST, todos los aislados
fueron portadores de blacrx.m27, Una triple mutacién en QRDR en gyrA (S83L y
D87N) y parC (S801), mphA, dfrAl7, sull, sul2 y tetA (Figura 12). El analisis
filogenético de los aislados de este ST mostr6 una distancia genética reducida (rango
de SNPs 1-40). Ademas, los aislados fimH99 formaron un cluster con una distancia
de 1 SNP entre si. En cambio, el aislado fimH30 respecto a los anteriores presentd
una distancia minina de 39 SNPs. Comparando estos con los obtenidos en Paris, a
diferencia del ST14, en este caso mostraron una mayor variabilidad (rango de SNPs
0-624) (

Figura 14). Cabe destacar que ninguno de aislados franceses presentaba el alelo
fimH99 [110].

Por lo que respecta a los grupos de incompatibilidad detectados, el IncF fue el
mayoritario, presente en el 92% de los aislados en alguna de sus variantes alélicas. A
su vez, el 75% fue portador de algun plasmido del tipo Col. Otros grupos de
incompatibilidad detectados fueron el IncB/O/K/Z, Incl, IncR, IncQ, IncY e IncX.
Los resultados del pMLST de los ST mayoritarios revelaron que los aislados del
ST14 mayoritariamente (83,8%) presentaron la formula F29:A-:B10, excepto un
aislado que presento F10/29:A-:B10. Los aislados del ST131 presentaron todos
F1:A2/6:B20.
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Figura 14 Andlisis filogenético de los aislados del ST131 obtenidos en este estudio y obtenidos en
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detectada.




Resultados

El analisis del plasmido pDE008.CTX-M-27 codificante de blacrx.m-27 del aislado
seleccionado como representante del ST131 (DE008) mostr6 que el gen codificante
de esta B-lactamasa estaba localizado en un plasmido IncF con una formula FAB
F1:A2/6:B20. La estructura de este plasmido se compar6 con la del plasmido
pSH212 identificado en S. sonnei productora de CTX-M-27 (pSH212) en HSH en
Barcelona en un estudio previo realizado por nuestro grupo. El plasmido
pDEQ08.CTX-M-27 Unicamente compartia los elementos genéticos moviles en los
gue se localizaban diversos determinantes de resistencia como aadA5, blactx.m-27,
dfrA17, mphA y sull con el pSH212 (99,88 de identidad, 64% de cobertura).
Ademas, este plasmido presentd un 100% de identidad y 99,97% de cobertura con el
plasmido pHP030 (NZ_LC520285) codificante blacrx.m.27 Y descrito en un aislado
del ST131 obtenido en un adulto sano de Japon en 2016.

En cuanto a la caracterizacion del perfil de virulencia de los aislados productores de
BLEE, se detecté que el 76% (16/21) poseian los genes codificadores de la fimbria
de tipo | (fimACDEFGHI). Ademas, el 52,4% (11/21) de los aislados presentaron los
genes papHCDJKEFG codificantes de la fimbria P. No se detectaron otras fimbrias
asociadas a EXPEC como F1C o S. Finalmente, se detectaron genes involucrados en
la codificacion de autotransportadores de adhesion y relacionados con la formacién
de biopeliculas, siendo el ag43, upaG y ehab los méas prevalentes (47,6%, 90,5% y
85,7% respectivamente) (Tabla 2).

La basqueda de genes capsulares revel6 la presencia de los genes de la region 1 de la
capsula (kpsFEDUCS) en el 81% (17/21) de los aislados, los cuales son
responsables de la exportacién y translocacion del polisacarido capsular, y el 71,4%
(15/21) present6 la region 3 (kpsMT), responsable del transporte. Ambas regiones
estuvieron presentes en todos los aislados del filogrupo B2, F y uno de los aislados
del filogrupo D. En cuanto a la region 2, dos aislados del B2 (ST1193 y ST429)
presentaron los genes neuDBACE responsables de la sintesis del polisacérido
capsular tipo K1, representando el 9,5% (2/21) de los aislados estudiados.

Finalmente, el 52,4% (11/21) presentaron kfiABCD, genes codificantes de la capsula




Resultados

de tipo K5, y estos fueron del filogrupo B2 (ST14 y ST131) y del filogrupo F

(ST8881).

Tabla 2 Factores de virulencia y bacteriocinas detectados in silico entre los aislados colonizadores
obtenidos de HSH.

Adhesion
fimACDEFGI
fimH
fimB
papA_F43
papHCDJKEF
papGll
papGlil
papB
papl
papX
csgABCDEF
focACDFHI
sfaABCDEFGHS
agn43
cah
upaG
upaH
ehaA
ehab

Invasion
kpsFEDUCS
kpsTM
neuDBACE
kfiABCD
kpsMiIlI
iss
ibeA
tia
ompT

Toxinas
pic
sat

Total (n=21)
16 (76)
19 (90,5)
13 (61,9)
12 (57,1)
11 (52,4)
10 (47,6)
1(4,8)
8(38,1)
8(38,1)
10 (47,6)
20(95,2)
0
0
10 (47,6)
7(33,3)
19 (90,5)
1(4,8)
2(9,5)
18 (85,7)

16 (76,2)
15 (71,4)
2(9,5)
11 (52,4)
1(4,8)
9 (42,9)
2(9,5)
11 (52,4)
16 (76,2)

2(9,5)
15 (71,4)

B2 (n=13)
11 (84,6)
12 (92,3)
7 (53,8)
11 (84,6)
9(69,2)
9 (69,2)
0
6 (46,2)
6 (46,2)
8 (61,5)
13 (100)
0
0
7 (53,8)
4(30,8)
13 (100)
1(7,7)
0
10 (76,9)

13 (100)
13 (100)
2(15,4)
10 (76,9)
0
6 (46,2)
2(15,4)
9 (69,2)
13 (100)

0
12 (92,3)

ST131 (n=4)

4 (100)
4(100)
0
4 (100)
3(75)
3(75)
0
3(75)
0
3(75)
4 (100)
0
0
4(100)
4 (100)
4 (100)
0
0
1(25)

4 (100)
4 (100)
0
4 (100)
0
6 (100)
0
3(75)
4 (100)

4 (100)

ST14 (n=6)

5(83,3)
5(83,3)
5(83,3)
6 (100)
6 (100)
6 (100)
0
3(50)
6 (100)
5(83,3)
6 (100)
0
0
1(16,7)
0
6 (100)
1(16,7)
0
6 (100)

6 (100)
6 (100)
0
6 (100)
0
0
0
6 (100)
6(100)

6 (100)

A(3)
3(100)
3(100)
3(100)

0

o O o o o o

2(66,7)
0
0
1(33,3)
1(33,3)
1(33,3)
0
0
3(100)

o o o

0
1(33,3)
2 (66,7)
0
0
1(33,3)

1(33,3)
1(33,3)

Otros (n=5)

3 (60)
4 (80)
3 (60)
1(33,3)
2 (40)
1(33,3)
1(33,3)
2 (40)
2 (40)
2 (40)
5 (100)

0

0
2 (40)
2 (40)
5 (100)

0
2 (40)
5 (100)

3 (60)
2 (40)
0
1(33,3)
0
3 (60)
0
2 (40)
2 (40)

1(20)
2 (40)
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vat

tsh

hlyABCD

cdtABC

cnfl

senB

clyA

hlyg

hlyF
Adquisicion de hierro

chuASTUWXY

SitABCD

ireA

iUCABCD/iutA

iroBCDEN

fyuA/irp12/ybtAEPQSTUX
Colicin/otros

usp

cia

cib

cea

colE2

cma

tral

traT

Por lo que respecta a otros genes relacionados con la invasion, cabe destacar que iss
estuvo presente en todos los aislados del ST131, ibeA solamente fue detectado en
dos aislados del filogrupo B2 (ST429 y ST452) y tia fue detectado en el 52,4% de
los aislados, estando presente en todos los aislados del ST14 y en el 75% de los

pertenecientes al ST131.

Ninguno de los aislados presentd la toxina de distension citoletal, el factor 1
citotoxico necrotizante o la alfa-hemolisina. Sin embargo, el 90,5% (19/21)

presentaron el gen de la citolisina A (clyA), detectdndose en todos los filogrupos

7(33,3)
12 (57,1)
0
0
0
14 (66,7)
19 (90,5)
7(33,3)
1(4,8)

18 (85,7)
18 (85,7)
8(38,1)
16 (76,2)
1(4,8)
17 (81)

13 (61,9)
1(4,8)
1(4,8)
3(14,3)
1(4,8)
1(4,8)
8(38)
17 (81)

7 (53,8)
12 (92,3)
0
0
0
12 (92,3)
13 (100)
0
0

13 (100)

13 (100)

7(53,8)

12 (76,2)
0

13 (100)

13 (100)
0
1(7,7)
1(7,7)
1(7,7)
0
7 (53,8)
11 (84,6)

0

4 (100)
0
0

0
4 (100)
4(100)

4 (100)
4 (100)
0
4 (100)
0
4 (100)

4 (100)
0

0
0
0
0

0
4 (100)

5(83,3)
6 (100)
0
0

0
6 (100)
6 (100)

6 (100)

6 (100)

6 (100)

6 (100)
0

6 (100)

6 (100)
0
0
0
0
0
6 (100)
6 (100)

0
0
1(33,3)
1(33,3)
3(100)
0

0
1(33,3)
1(33,3)
1(33,3)

0

0

o O o o o o

1(33,3)

0

0

0
1(20)
5 (100)
4 (80)
1(20)

5 (100)
4 (80)
0
3 (60)
1(20)
4 (80)

0
1(20)
0
2 (40)
0
1(20)
1(20)
5 (100)
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excepto en dos aislados del filogrupo A, el 33,3% (7/21) el gen de la hemolisina E
aviar (hlyg) en los filogrupos A, D, E y F; y un aislado del filogrupo G (ST117)
presentd la hemolisina F (hlyF). La proteasa de serina autotransportadora de
enterobacterias (SPATE) mas detectada fue sat (71,4%; 15/21), seguido de tsh
(57,1%; 12/21) y vat (33,3%; 7/21), los cuales fueron detectadas principalmente en
aislados del filogrupo B2.

Se detectaron diversos mecanismos de captacion de hierro. EI 71,4% (15/21) de los
aislados presentaron de forma simultanea los cuatro mecanismos (mecanismo Chu,
transporte de hierro/manganeso, aerobactinas y yersiniobactina), la mayoria del
filogrupo B2 (80%; 12/15). Finalmente, el 71,4% (15/21) de los aislados presentaron
algun tipo de colicina, siendo la usp la més detectada y unicamente observada en los

pertenecientes al grupo B2.
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1. Identificacion de los linajes de Shigella circulantes en Barcelona
entre hombres que mantienen relaciones sexuales con hombres

Desde la primera descripcion de la transmision sexual de Shigella entre HSH en los
afios 70, son diversos los paises en los cuales se han documentado casos, entre los
que se encuentran Australia, Bélgica, Canada, Francia, los Paises Bajos, el Reino
Unido, Taiwan y EUA [95,102-107]. En Barcelona, entre 1988 y 2012, se llevo a
cabo un estudio sobre shigelosis en el que se observd un aumento significativo de
hombres que padecian esta patologia, documentandose por primera vez en 2012
diversos casos de infeccion por S. flexneri en pacientes HSH [130]. Sin embargo, la
informacién sobre la sensibilidad a antimicrobianos y la posible transmisién por via
sexual de Shigella en Barcelona hasta el momento es limitada. Este estudio pretende
aportar luz sobre la situacién actual de la shigelosis entre HSH de Barcelona en el
contexto de incremento de casos que a lo largo de los ultimos afios se han

comunicado en otros paises de nuestro entorno.

Los datos de nuestro trabajo han revelado que entre 2015 y 2019, el 55% de las S.
flexneri y el 24,3% de las S. sonnei obtenidas de pacientes diagnosticados de
shigelosis en el laboratorio del Hospital Universitario Vall d’Hebron se identificaron
en HSH que no habian viajado a recientemente a zonas endémicas de shigelosis.
Especialmente, resultd preocupante los altos niveles de resistencia a antimicrobianos
utilizados como primera y segunda linea para tratar esta patologia como son la
azitromicina (80%), el ciprofloxacino (32,8%) y el cotrimoxazol (65,7%). Ademas,
cabe destacar el alto porcentaje de aislados de S. sonnei detectados simultaneamente

resistentes a estos tres antibioticos (65,4%).

Al comparar los valores de sensibilidad de las cepas obtenidas de HSH con los
obtenidos en cepas adquiridas por otras vias (viajeros u otras) en nuestro estudio, se
observaron diferencias significativas. La mas notable fue la relativa a la sensibilidad

a la azitromicina, para la que se identificd que el 72,7% de aislados de S. flexneri y

el 92,3% de S. sonnei obtenidos de HSH fueron resistentes, mientras que en los
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aislados obtenidos de viajeros y otras vias/desconocido fueron del 16% y del 28,8%,
respectivamente. Estos resultados fueron similares a los obtenidos por un estudio
realizado en el estado de Victoria (Australia) entre enero de 2016 y marzo de 2018,
en el que se detectd que el 80% de S. flexneri y el 90% de S. sonnei de HSH eran
resistentes a la azitromicina mientras que en el grupo de viajeros vy
otros/desconocido era del 17,4% y 52%, respectivamente [95]. La azitromicina,
ademas de ser uno de los tratamientos frente a la shigelosis recomendado en las
principales guias de préactica clinica [29,30], también ha sido ampliamente utilizado
para tratar diversas ITS [75]. Dado que la incidencia de las ITS es mas elevada entre
los HSH que en otros colectivos [74], seria razonable pensar que la presion selectiva
ejercida por el mayor uso de este antimicrobiano para tratar estas infecciones, puede
haber jugado un papel esencial en la adquisicién y seleccion de genes que confieren
resistencia a la azitromicina, asi como en la diseminacion de las cepas resistentes
entre diversos paises [95]. Este efecto también ha sido observado en otras ITS como
las producidas por Neisseria gonorrhoeae y especialmente por Mycoplasma
genitalium [86]. En este sentido, la dosis empleada para el tratamiento de Chlamydia
trachomatis se ha observado que resulta subOptima para la erradicacion de M.
genitalium, es por ello que se argumenta que su uso favoreceria la seleccion de

organismos resistentes [75,131].

La adquisicion de resistencia a la azitromicina en Shigella spp. mediada por la
presencia de los genes mphA y ermB codificados en el plasmido pKSR100, esta
fuertemente vinculada a linajes asociados con HSH de distribuciéon mundial
[95,102,132]. Los analisis filogendmicos de los linajes resistentes a la azitromicina
detectados en Barcelona revelaron que estos mayoritariamente estaban
estrechamente relacionados con los descritos previamente en otros paises, sugiriendo
su diseminacion internacional. En S. flexneri, los aislados del clado 2 (36,4%), los
cuales fueron mayoritariamente del serotipo 2a (94,1%) y simultaneamente
resistentes a la azitromicina y el cotrimoxazol (81,2%), mostraron una alta

proximidad genética con los aislados detectados en los principales clados

identificados en el Reino Unido y Australia. En el Reino Unido entre 2012 y 2014 se
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describié un aumento de S. flexneri 2a asociado a HSH. Al caracterizar estos
aislados se identific6 un clado al que denominaron “MSM major clade” el cual
presentaba resistencia a la azitromicina mediada por la presencia de los genes mpha
y ermB codificados en el plasmido pKSR100 [102]. Posteriormente, en Australia
entre 2016 y 2018 y en los Paises Bajos entre 2016 y 2017, detectaron clados de
aislados relacionados con HSH que mostraban una elevada relacion genética con los
aislados pertenecientes al “MSM major clade” y también eran portadores del
plasmido pKSR100, con lo que los autores sugerian una diseminacion internacional
de S. flexneri 2a [95,103]. Asimismo, en cuanto a los aislados de S. flexneri del
clado 6 (34,1%), todos ellos menos uno, del serotipo 3a y mayoritariamente
resistentes a la azitromicina (80%), fueron préximos genéticamente a los
representantes de un brote intercontinental de aislados de este mismo serotipo
detectado por primera vez en el Reino Unido en 2009 asociado a HSH. En este
brote, aunque no todos los aislados fueron resistentes a la azitromicina, se
identificaron tres sublinajes (A, B y C) de aislados resistentes a este antimicrobiano
y portadores del plasmido pKSR100. Desde su descripcidn, aislados genéticamente
relacionados con los de este brote se han detectado en Francia, Canada, Australia y
los Paises Bajos [103,132,133]. En el caso de S. sonnei, el clado 4 (69,2%), formado
Unicamente por aislados del genotipo CipR.MSMS5, simultdneamente resistentes a la
azitromicina, el ciprofloxacino y el cotrimoxazol, y portadores del plasmido
pKSR100 (94,4%), presentaron una distancia genética proxima con representantes
del cluster 7 del Reino Unido (2008-2016) y el BAPS1 de Australia (2016-2018).
Sin embargo, y a diferencia de lo observado en nuestro estudio, estos clados no
fueron los mas frecuentes en estos trabajos. [95,102]. Posteriormente, en un estudio
llevado a cabo en 2021 en el que se incluyeron cepas de S. sonnei de diversos
origenes obtenidas entre 2016 y 2019 en Australia, el Reino Unido y los EUA, se
evidencia como el genotipo CipR.MSM5 incrementd progresivamente su
prevalencia hasta convertirse en el genotipo mayoritario entre los aislados resistentes
a ciprofloxacino y azitromicina en los tres paises [18]. Todos estos brotes tienen en

comun su asociacion con el plasmido pKSR100, hipotetizandose que la adquisicion
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de este plasmido puede haber tenido un papel fundamental en el éxito de la
diseminacion de los sublinajes que lo poseen. Teniendo en cuenta la alta prevalencia
de Shigella spp. que posee mphA o ermB presentes en el plasmido pKSR100 (70%
en este estudio), el alto nivel de resistencia a la azitromicina (CMI> 64 mg/L)
identificado en la mayoria de los aislados que mostraron resistencia a este
antibiotico (87,5% en este caso), y a pesar de que actualmente no existe un punto de
corte clinico para la azitromicina en Shigella spp., cabria esperar un alto potencial de
fracaso terapéutico al utilizar la azitromicina como tratamiento empirico frente a la
shigelosis no asociada a viajes en HSH. Esta observacién se ha descrito previamente
en los Paises Bajos, donde en 2012 se describid el primer caso de fallo terapéutico
en un paciente HSH con VIH y bacteriemia por S. flexneri tratado con azitromicina
[134].

Al contrario de lo observado para la azitromicina, la resistencia al ciprofloxacino
presentd diferencias significativas entre S. flexneri y S. sonnei independientemente
de cual fuera su origen, siendo el 6,3% y el 45,8% del total de los aislados
identificados en este estudio resistentes a estos antibidticos, respectivamente.
Ademas, cabe sefialar que S. sonnei mostraba tasas de resistencia al ciprofloxacino
significativamente mas altas cuando su adquisicion se asociaba a HSH respecto a
cuando lo era a viajes u otras vias (80,8%, 32,6% y 36,8%, respectivamente).
Contrariamente, en el estudio llevado a cabo en Australia entre 2016 y 2018, los
niveles de resistencia al ciprofloxacino identificados en aislados obtenidos de HSH
fueron menores que los identificados en nuestro trabajo, detectando tan solo un 3%
de resistencia en S. flexneri y un 8,1% en S. sonnei. EI mecanismo de resistencia al
ciprofloxacino que con mayor frecuencia se ha detectado en Shigella son mutaciones
en la region QRDR de los genes gyrA y parC. Al ser mutaciones de genes de
codificacién cromos6mica, estas solo son trasmitidas de forma vertical. Una vez se
han adquirido, tienden a mantenerse en la descendencia y, por tanto, a asociarse a
linajes concretos, a diferencia de lo que ocurre con los genes mphA y ermB
sefialados anteriormente. Estos, al estar codificados en plasmidos, pueden ser

transmitidos horizontalmente entre distintos linajes y en consecuencia tienen mayor
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capacidad de diseminacion [56,102]. En este sentido, en un estudio filogenético
sobre la aparicion y evolucion de la resistencia al ciprofloxacino en S. sonnei en el
que se incluyeron genomas del sur y sudeste de Asia, Australia y Europa, situd el sur
de Asia como posible reservorio y origen de la expansion clonal del linaje de S.
sonnei resistente al ciprofloxacino. Este linaje se denomind Central Asia 111 (3.6 en
la nomenclatura de Hawkey et al. 2021)[18,56]. Asi, los aislados de S. sonnei del
genotipo CipR.MSMS5 (clado 4), forma parte de este linaje Central Asia 11l y como
se ha comentado anteriormente, fue el mas detectado entre los aislados S. sonnei
asociados a HSH en Barcelona entre 2015 y 2019 (69,2%). La constatacion del
incremento de la prevalencia de este genotipo en Australia, el Reino Unido y EUA
durante el mismo periodo que nuestro estudio, demuestra la alta capacidad de
diseminacion que presentan estos microorganismos y el posible papel que la
interconexion entre las redes sexuales de HSH puede tener en su transmision.
Ademas, queda de manifiesto el éxito de la diseminacién de linajes multirresistentes,

en este caso no solo resistente a la azitromicina, sino también al ciprofloxacino.

Por lo que respecta al cotrimoxazol, en este estudio hemos identificado tasas de
resistencia elevadas para este antibidtico (71,5% globalmente) sin diferencias
significativas entre especies ni grupos, aunque fue ligeramente mayor en S. sonnei
respecto S. flexneri (86,9% y 50,6% respectivamente). En Australia documentaron la
sensibilidad al trimetoprim y al sulfatiazol, los cuales presentaron una resistencia
global elevada, del 88,8% y 78,3% respectivamente. Entre los aislados de nuestro
estudio, la resistencia fue debida a la presencia de genes del tipo dfrA y sul. Cabe
destacar que, en el caso de los serotipos 2a (clado 2) y 1c (clado 3) de S. flexneri y
del genotipo CipR.MSM5 (clado 4) de S. sonnei, la resistencia fue debida a la
presencia de dfrAl7 y sull, los cuales se encontraban codificados en un integron
presente en el plasmido pKSR100. No obstante, aunque las tasas de resistencia a
este antibidtico son elevadas para todos los grupos, algunas guias siguen

recomendandolo para el tratamiento de la shigelosis [6,29,30].
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Finalmente, aunque Shigella spp. fueron en gran parte susceptibles a las
cefalosporinas de tercera generacion, en este estudio se detectd una S. sonnei en
2018 y una S. flexneri en 2016 productoras de CTX-M-27 en pacientes HSH. Ambas
fueron resistentes a la azitromicina y el cotrimoxazol y mostraron una
susceptibilidad reducida al ciprofloxacino (MIC 0.19 mg/L). Cabe destacar que
desde 2015, se han descrito brotes de S. sonnei que codifican este tipo de BLEE en
el Reino Unido y Australia relacionados con HSH, asi como en nuestro entorno,
discutiéndose los resultados en el siguiente trabajo llevado a cabo en el contexto de
esta tesis doctoral [135,136].

En resumen, se ha constatado la circulacién en nuestro entorno de los principales
sublinajes productores de shigelosis en HSH a nivel mundial, con altos porcentajes
de resistencia a los principales tratamientos utilizados para hacer frente a esta
infeccion. Estos resultados refuerzan el hecho de que comportamientos sexuales
especificos en HSH, como la alta interconexion de las redes sexuales posiblemente
influenciada por macroeventos festivos, deben jugar un papel importante en la

rapida propagacion geografica de estos microorganismos.
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2. Caracterizacion de los aspectos microbiologicos involucrados en
el aumento de Shigella productora de BLEE multirresistente y
extremadamente resistente identificadas en Barcelona entre los
afos 2020 y 2021

Como se ha sefialado anteriormente, en el estudio realizado en el periodo 2015-
2019, la prevalencia de Shigella productora de BLEE entre HSH fue baja (2,8%).
Por el contrario, entre 2020 y 2021 se observd un incremento significativo de la
deteccién de aislados productores de BLEE (38%), especialmente entre HSH en S.
sonnei a partir de junio de 2021 (68%). Ademas, result6 alarmante la prevalencia en
la poblacion HSH de aislados simultaneamente resistentes a las cefalosporinas de
tercera generacion, el ciprofloxacino, la azitromicina y/o el cotrimoxazol en S.
sonnei (68%) y S. flexneri (14%).

Aunque en Barcelona entre 2015-2019 la resistencia global a las cefalosporinas de
tercera generacion fue baja (4,8%), en otros paises se habia ya descrito un aumento
de las tasas de resistencia. Este es el caso de la provincia de Jiangsu en China, que
entre 2013 y 2015 describieron tasas de resistencia a las cefalosporinas de tercera
generacién en S. flexneri del 34,4% y en 2015 del 64,3% en S. sonnei. Las BLEES
mas prevalentes fueron la CTX-M-14 y la CTX-M-55 en ambas especies [137,138].
En Iran, de forma muy similar, en un estudio realizado en la ciudad de Arak entre
2015-2016, el 66,6% de las S. sonnei identificadas en adultos fueron productoras de
BLEE y el 33,3% de las S. flexneri [139]. Ya, en el entorno europeo, en Suiza se
alert6 de un incremento en la prevalencia de S. sonnei productora de BLEE pasando
de un 3,8% en 2016 a un 37% en 2019. Las principales BLEE detectadas fueron
CTX-M-15 y CTX-M-3 [140]. En ninguno de estos estudios se identificO una

relacion con un brote o con poblacién HSH [137-140].

Paralelamente, se han descrito diversos brotes de S. sonnei productora de CTX-M-
27 entre el colectivo HSH. EIl primero del que se tiene constancia tuvo lugar en el
Reino Unido en el afio 2015, en el cual se detectaron nueve casos de S. sonnei

productora de CTX-M-27, con una distancia de SNPs menor a cinco. Siete de los




Discusion

nueve pacientes se identificaron como HSH. También describieron el plasmido en el
que se encontraba codificada el gen blactx.m-27, €l p183660. Este plasmido mostraba
un 95% de identidad con el previamente sefialado pKSR100, y en él se detectaron
los siguientes genes de resistencia: mphA, ermB, blargm.y, dfrAl, dfrAl7, sull,
aadA5 y blactx.m27 [136]. Aunque los genotipos de S. sonnei responsables de los
brotes han ido variando, la resistencia a las cefalosporinas de tercera generacién en
la poblacion HSH ha estado relacionada con la adquisicion de plasmidos similares al
pKSR100 portadores de blactx.mo7 [104,105,135,136,141,142] En el caso de los
aislados de Shigella productores de BLEE obtenidos de pacientes HSH en los dos
periodos de estudio realizados en Barcelona, todos ellos eran también portadores de
blactx.m27, independientemente de la especie, el serotipo o el genotipo al que
pertenecieran con lo que se constata la misma asociacion entre la circulacion de
Shigella spp. productora de CTX-M-27 y el colectivo HSH detectada en los brotes

descritos en otros paises.

El analisis de los plasmidos portadores de blacrx.u-27 0btenidos de los aislados de S.
sonnei y S. flexneri revelé una alta similitud con los plasmidos previamente
descritos asociados a HSH del tipo pKSR100 portadores de blactx.m-27 (183660 y
p893916), especialmente en el “backbone” del plasmido. Las diferencias entre los
diferentes plasmidos se debieron a la adquisicion, deleciéon o reorganizacion de
elementos genéticos moéviles portadores de los determinantes de resistencia. Asi, del
mismo modo que la adquisicién de plasmidos del tipo pKSR100 codificantes de
resistencia a macrélidos podrian haber tenido un papel en la expansién vy
diseminacion de los sublinajes de Shigella entre HSH [102], este tipo de plasmidos
podrian continuar modulando la poblacion de Shigella en HSH tras la adquisicion de
otros determinantes de resistencia como serian las BLEE, especialmente en aquellos
casos en los que estos presentan diversos mecanismos de resistencia que podrian

verse sometidos a procesos de co-seleccion.

El estudio genético de los aislados de S. flexneri de HSH obtenidos entre 2020 y

2021 revel6 que su poblacion era similar a la que circulaba en el periodo 2015-2019,
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manteniéndose incluso la misma proporcion de serotipos. Ademas, el analisis
filogenético mostré que los aislados se agruparon con los pertenecientes al mismo
serotipo obtenidos durante el periodo anterior, mostrando una estrecha relacion
genética. No obstante, los cuatro aislados de S. flexneri 2a productores de BLEE
obtenidos de HSH durante este periodo de tiempo, formaron un cluster
independiente al de los aislados no productores de BLEE. Estos fueron obtenidos
entre julio y noviembre de 2021, hecho que sumado a la reducida distancia genética
existente entre ellos y que no se detectd vinculo epidemioldgico entre los pacientes
de los que fueron obtenidos, sugiere la posible existencia de transmision indirecta a
través de casos secundarios no identificados. A diferencia de S. sonnei, hasta el
momento en el que este trabajo fue llevado a cabo, no se habian descrito brotes de S.
flexneri productores de BLEE entre HSH. No obstante, en enero del 2023, se report6
la emergencia de dos clusteres de S. flexneri 2a productores de BLEE asociados a
HSH en el Reino Unido desde septiembre 2021. El cluster 1 formado por aislados de
ocho pacientes presentd un fenotipo XDR, siendo simultaneamente resistente a las
cefalosporinas de tercera generacion, las fluoroquinolonas, los macrolidos, los
aminoglucésidos, el trimetroprim, las sulfamidas y las tetraciclinas; y el clister 2
formado por aislados de dieciocho casos que presentd un fenotipo MDR al ser
susceptible a las sulfamidas y los aminoglucésidos. Cabe destacar que un paciente
cuyo aislado pertenecio al cluster 2, reporté haber viajado y mantenido relaciones
sexuales en Espafia la semana anterior a la aparicion de los sintomas [143]. Con el
fin de conocer la distancia genética entre los aislados de las dos regiones, se realiz6
una comparacion genética, siguiendo la metodologia del estudio, entre los aislados
S. flexneri 2a productores de CTX-M-27 detectados en nuestro estudio y
representantes de los dos clusteres reportados en el Reino Unido. Este revelé que los
genomas del clister 1 y el cluster 2 comparados con los obtenidos en Barcelona
presentaban un rango de SNPs de 159-163 y 2-23 respectivamente. La distancia
genética tan proxima detectada entre los aislados MDR del clUster 2 y los obtenidos
en Barcelona sugeriria la diseminacion internacional del brote producido por este

sublinaje de S. flexneri 2a MDR, con un posible vinculo epidemiolégico con los
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casos circulantes en nuestro medio. Con estos resultados, queda patente la necesidad
de seguir monitorizando la evolucion de las poblaciones de S. flexneri, tanto en
Barcelona como en otras regiones, con el objetivo de evaluar como sigue

desarrollandose su diseminacion.

A diferencia de lo observado en el anterior periodo de estudio, en el que el clado
mayoritario del serotipo 2a fue el clado 2, entre 2020 y 2021 predominaron las cepas
pertenecientes al clado 1. Los aislados pertenecientes a este clado se caracterizan por
ser resistentes a las fluoroquinolonas y ademas contiene los aislados productores de
BLEE identificados. Asi, como consecuencia de este hecho, se produjo un aumento
significativo de la resistencia al ciprofloxacino en S. flexneri durante 2020-2021
respecto 2015-2019 (4,5 vs. 38%). Estos resultados, parecen apuntar que S. flexneri
podria seguir la trayectoria de adquisicion de resistencia de S. sonnei tras el
incremento de la prevalencia de sublinajes resistentes a las fluoroguinolonas, la
emergencia de los primeros brotes por S. flexneri productora de BLEE y en especial

a la descripcion de aislados S. flexneri XDR en el Reino Unido [143].

Tras el primer y el segundo estudio, queda patente que los brotes producidos por
diferentes serotipos y sublinajes de S. flexneri, una vez introducidos en la red sexual
y producirse una gran diseminacion internacional, son capaces de circular de forma
contemporanea sin producir un completo desplazamiento entre ellos, ya que doce y
nueve afos después de la primera descripcién de los brotes producidos por serotipos
3a y 2a, respectivamente, se siguen detectando aislados préximos genéticamente.
Este evento es similar al descrito en zonas endémicas, en las cuales se ha observado
que la introduccion de linajes y sublinajes nuevos o la adquisicion de resistencia, no

desplaza por completo los circulantes previamente en la region [11].

Por otro lado, los genotipos de S. sonnei detectados entre HSH se han ido
sucediendo con una dindamica de brotes prolongados, detectandose sublinajes cada
vez mas resistentes. Este hecho pudimos observarlo en la comparacion internacional
en el periodo 2015-2019 en la que pudimos observar que los genotipos mas

detectados internacionalmente hasta el momento, como son el MSM4, VN2.MSM2,
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CipR.MSM1 y VN2.MSM2.Aus, fueron detectados de forma esporadica o no fueron
detectados entre 2015 y 2019 en Barcelona [102,135]. Durante el periodo 2020-2021
asistimos a un completo desplazamiento de los genotipos previamente existentes por
parte del genotipo CipR.MSM5. Adicionalmente, este genotipo estuvo
principalmente asociado a la produccion de CTX-M-27 a diferencia del anterior
periodo, lo que evidencia una vez mas la alta capacidad de adaptacion y de
adquisicion de determinantes de resistencia que posee. Los resultados filogenéticos
reflejan que todos los aislados productores de BLEE se agruparon en un cluster
junto a aquellos aislados seleccionados como representantes internacionales,
mostrando una estrecha similitud genética entre si, y considerablemente mas
distantes de los aislados no productores de BLEE pertenecientes al genotipo
detectados en Barcelona en los periodos 2015-2019 y el periodo 2020-2021. Este
hecho sefiala que podria tratarse de una introduccion y posterior diseminacion de
este clon entre la poblacion de Barcelona, y no una adquisicion del determinante de
resistencia por parte de la poblacién de S. sonnei que hasta el momento estaba

circulando en nuestro entorno.

Uno de los brotes de S. sonnei productor de BLEE mas importantes documentados
tuvo lugar entre 2019 y 2020 en Australia. En ese caso el evento fue debido a la
expansion del genotipo VN2.KH1.Aus (3.7.29.1.4.1) productor de CTX-M-27,
resistente a la azitromicina y el cotrimoxazol y principalmente asociado a hombres
[135]. A este mismo genotipo pertenecieron los aislados productores de BLEE
obtenidos de HSH detectados en Canada entre 2017-2019, en Bélgica entre 2018-
2019 y el unico aislado detectado en el periodo 2015-2019 en Barcelona [104,105].
Al mismo tiempo, previo a la pandemia de COVID-19, se detectaron casos
esporadicos de S. sonnei CipR.MSM5 productor de BLEE tanto en Australia como
en el Reino Unido [135,141]. Mas adelante, entre septiembre de 2021 y febrero de
2022, se reportd en el Reino Unido un brote entre HSH de cepas productoras de
BLEE pertenecientes también al genotipo CipR.MSM5 [141]. La principal
diferencia entre los brotes producidos por los genotipos VN2.KH1.Aus y

CipR.MSM5 es el hecho que los aislados de este Gltimo, ademas de presentar
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resistencia frente a la azitromicina, el cotrimoxazol y las cefalosporinas de tercera
generacion mediada por genes codificados en variantes del plasmido pKSR100,
también mostraba resistencia a las fluoroquinolonas debido a la presencia de la triple
mutacion en las regiones QRDR de gyrA y parc, por lo que se le consideré XDR. La
emergencia del este brote en el Reino Unido fue alertada por la agencia de salud
publica de este pais y ademéas condujo al ECDC a investigar la diseminacién de este
genotipo entre los paises miembros de la Unién Europea. Diversos paises, entre los
gue se encontraban Alemania, Austria, Bélgica, Dinamarca, Francia, Irlanda, Italia,
Noruega y Espafia, informaron de la deteccién de aislados con un fenotipo de
resistencia similar o genéticamente cercanos a los aislados detectados en el Reino
Unido [141,144]. Paralelamente, en nuestro medio, tres de los dieciséis aislados
CipR.MSM5 productor de BLEE fueron detectados de forma esporadica en
diciembre de 2020, pero es a partir de junio de 2021 cuando asistimos a la
reaparicion y rapida expansién de los mismos. Este hecho constata la transmision
internacional del genotipo CipR.MSM5 productor de CTX-M-27 y co-resistente al
ciprofloxacino, la azitromicina y el cotrimoxazol entre HSH. La rapida expansion de
ciertos linajes y la aparicion continua de brotes de Shigella resistentes a
antimicrobianos, remarca la necesidad de una vigilancia colaborativa nacional e
internacional basada en los estudios de genoma completo, en especial de aquellos
aislados de Shigella spp. MDR/XDR, para una rapida identificacion de su

diseminacion.

La adquisicion y diseminacion de la resistencia a las cefalosporinas de tercera
generacién podria deberse a factores similares a los que con anterioridad se
postularon para la azitromicina. La ceftriaxona es un antibi6tico utilizado
actualmente para el tratamiento de la infeccion por N.gonorrhoeae, ya sea en
monoterapia 0 en tratamiento dual con la azitromicina [75]. Ademas, tal como se
observd en el periodo 2015-2019, la resistencia de S. sonnei en HSH al
ciprofloxacino, la azitromicina y el cotrimoxazol fue muy elevada, siendo las
cefalosporinas de tercera generacién la Gnica opcion terapéutica disponible, segln

las recomendaciones hechas por las guias de antibioterapia [29,30]. En
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consecuencia, la presion selectiva ejercida por estos tratamientos en una poblacién
con alta prevalencia de ITS [74], podria haber tenido un papel importante en la
seleccion y diseminacion de BLEEs entre Shigella spp. Otros factores que habrian
favorecido dicha expansion son la adquisicion de una variante del pKSR100
portador de blacrx.m-27 y Otros determinantes de resistencia, por parte de un genotipo
altamente exitoso, como ha demostrado ser el CipR.MSMD5, junto con una alta

interconectividad de las redes sexual a nivel internacional en los HSH [141].

El incremento de la resistencia en Shigella a lo largo de los Gltimos afios en el
colectivo de HSH, remarca la necesidad de una optimizacion del uso de tratamientos
antimicrobianos en el control de ITS, a fin de reducir la exposicion innecesaria a
estos antibioticos y el aumento de la presion selectiva que favorece la adquisicién de
resistencia y la diseminacion de cepas resistentes. Ademas, como sugiere Charles et
al. 2022 se necesita mas promocion para la prevencion de la shigelosis de
transmision sexual, a modo de ejemplo, la pagina del Canal Salut de la Generalitat
de Catalunya dedicada a la shigelosis no recoge la transmisién sexual como una de
las vias de transmision [145], e incrementar los esfuerzos para que el personal
sanitario integre la recopilacion de antecedentes de salud sexual entre los hombres
adultos que presentan diarrea aguda o disenteria [141]. En el Reino Unido, en la guia
sobre salud sexual en HSH realizada en 2016, junto a otras patologias entéricas, se
encuentra la shigelosis. En ella se establecen una serie de recomendaciones para
prevenir la transmision por via sexual, como es el uso del preservativo o guantes,
una correcta higiene antes y después del acto sexual, evitar compartir juguetes
sexuales o en caso de infeccion, la abstinencia hasta una semana después del cese de
los sintomas [90,146]. Ademas, no hay que olvidar recomendaciones para evitar la
transmision por otras vias. En este sentido en 2021 identificamos la transmision en
un ndcleo familiar y fuera de la red sexual de S. sonnei perteneciente al genotipo
CipR.MSM5 y productor de BLEE por parte de un HSH a un familiar conviviente,
el cual requirid hospitalizacion. En otros estudios también se han identificado
transmisiones secundarias similares fuera de la red sexual a personas

inmunocomprometidas y ademas se ha identificado un brote entre personas sin
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hogar [141,147]. Este hecho pone de manifiesto el incremento del riesgo para la
salud publica que conlleva la emergencia y diseminacion de Shigella XDR y MDR,
no solo para la poblacion de HSH, sino también para otros colectivos especialmente

vulnerables.
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3. Deteccion de la transmision a través de contacto sexual de
enterobacterales productores de BLEE no pertenecientes al
genero Shigella y que colonizan el tracto intestinal de hombres
gue mantienen relaciones sexuales con hombres

La diseminacion de bacterias multirresistentes (BMR) capaces de causar patologia
en el ser humano, asi como aquellas gue actlian como reservorio de determinantes de
resistencia, son un grave problema global. ElI Grupo de Coordinacién
Interinstitucional de las Naciones Unidas sobre Resistencia a los Antimicrobianos
(IACG, por sus siglas en inglés) alertdé en 2019 de que, segln las predicciones, las
BMR podrian causar 10 millones de defunciones globales anuales en 2050. En la
lista elaborada por la OMS sobre la prioridad para el desarrollo de nuevos
tratamientos, las enterobacterias como E. coli o K. pneumoniae resistente a los
carbapenémicos o a las cefalosporinas de tercera generacion, son considerados como
prioridad critica, situandose entre aquellos que presentan una prioridad méas alta
[108,148,149].

En nuestro estudio identificamos que la prevalencia de colonizacién intestinal por
enterobacterias productoras de BLEE obtenida en HSH asintomaticos fue del 17,5%
y la Unica especie detectada fue E. coli. Resulté especialmente elevada la
prevalencia del 33% detectada entre aquellos usuarios positivos al VIH comparada
con la de aquellos que reportaron ser negativos (15,2%). Si se compara la
prevalencia obtenida con un estudio realizado en Barcelona sobre la colonizacion
intestinal de E. coli y K. pneumoniae productores de BLEE en pacientes sanos entre
2014 y 2015, si bien no se detectd colonizacién por K. pneumoniae BLEE, la de E.
coli fue muy inferior a la identificada en nuestro estudio, un 4,7% [150]. Por lo que
respecta a la prevalencia de la colonizaciéon de enterobacterias BLEE en otros
estudios realizados en HSH sanos, en un estudio llevado a cabo en Amsterdam en
2018 se identifico que 16,3% era portador de una bacteria productora de BLEE,

siendo el 94% de los casos positivos a E. coli [109]. En otro estudio muy similar

llevado a cabo en Paris entre 2018 y 2019, se identificé una prevalencia entre HSH
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usuarios de PrEP de 16,3%, HSH VIH negativos no usuarios de PrEP del 9,7%,
HSH VIH positivos de un 12,2%, hombres que mantienen relaciones sexuales con
mujeres (HSM) del 10% y mujeres que mantienen relaciones sexuales con hombres
(MSH) de 6,9% [110]. Las prevalencias obtenidas en estos estudios en HSH fueron
muy similares a las obtenidas en el nuestro, excepto la de HSH VIH positivos. En
ambas publicaciones se argumenta que las prevalencias obtenidas fueron superiores
a las obtenidas en la poblacién general en sus regiones, por lo que es de esperar que
esta poblacion presente algun factor diferencial que le predisponga a la colonizacion.

En nuestro trabajo hemos observado que los individuos colonizados presentaron una
tendencia a tener un mayor nimero de parejas sexuales, aunque estos resultados no
fueron estadisticamente significativos. Por el contrario, tanto en el estudio previo
llevado a cabo en Amsterdam como el de Paris, coinciden en sefialar una asociacion
entre la colonizacidn por enterobacterias productoras de BLEE y un mayor nimero
de parejas sexuales [109,110]. Sin embargo, en el estudio llevado a cabo en
Amsterdam se matiza este argumento, sefialando que detectan una asociacion entre
el nimero de parejas y las practicas sexuales llevadas a cabo por estos individuos
que puedan comportar un mayor riesgo de transmision anal-oral o anal-anal (p. €j.:
compartir juguetes sexuales, anilingus o “fisting”), por lo que es dificil determinar
cual de los dos factores es el que podria contribuir a un mayor riesgo de
colonizacién [109]. En nuestro caso, la encuesta realizada a los individuos incluidos
en el estudio no se recogia datos sobre practicas sexuales concretas por lo que no
pudimos identificar si existia algin factor de riesgo que pudiera contribuir a la

colonizacién.

Otro factor que podria contribuir a la mayor colonizacién por enterobacterias
productoras de BLEE podria ser un uso mas elevado de antibidticos entre la
poblacion HSH para el tratamiento de ITS, tal y como se ha sefialado anteriormente
en la seleccion de resistencia en Shigella. En el estudio realizado en Amsterdam se
detectaron diferencias significativas en el uso de antibidticos, presentando un uso

mayor aquellos usuarios colonizados por enterobacterias productoras de BLEE
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respecto a los no colonizados. Por lo que respecta al de Paris, observaron una
exposicion significativamente méas alta a antibidticos entre los grupos que
comprenden poblacion HSH respecto a los de MSH y HSM. Ambos estudios
establecen que, aunque puede ser una explicacion plausible, los anélisis estadisticos
que llevan a cabo, apuntan a que el riesgo de colonizacién por enterobacterias
productora de BLEE no puede ser simplemente justificado por un mayor uso de
antibidticos en este colectivo [109,110]. En nuestro caso, la encuesta realizada no
recogia informacion relativa al consumo de antimicrobianos previos, por lo que no
se pudo valorar este si esto pudiera suponer un factor de riesgo.

CTX-M-15 y SHV-12 fueron las BLEEs mas prevalentes de nuestro estudio,
identificadas en un 28,6% en ambos casos, seguido de CTX-M-27 en un 19%. En el
estudio de poblacion general llevado a cabo en Barcelona entre 2014-2015, se
identifico una prevalencia de un 31% para CTX-M-15 y un 8% para SHV-12 y
CTX-M-27 en ambos casos. En el realizado en Paris, identificaron en HSH un 57%,
17% y 16%; y en HSM y MSH un 60% un 0% y un 18,3% respectivamente. Asi
pues, la prevalencia de SHV-12 en poblacién HSH de ambos estudios resultd ser
muy superior a la poblacion general de Barcelona y en HSM y MSH de Paris.
Aunque las CTX-M son las BLEE maés extendidas, especialmente CTX-M-15,
dentro de las de tipo SHV, SHV-12 es una de las BLEE méas detectadas. Su
presencia ha sido notificada en numerosos estudios, entre las que se ha detectado en
multiples especies (p. ej. E. coli, Enterobacter cloacae, Citrobacter freundii,
Salmonella enterica) obtenidas tanto de de cepas productoras de infeccion en
humanas como en cepas colonizantes; enanimales de compafiia, ganado y salvajes; y
en cepas de muestras ambientales recogidas en rios o el mar. Ademas, esta se ha
detectado en multiples plasmidos de grupos de incompatibilidad muy diversos como
IncF, Incl, IncK, IncL/M, IncN, IncX e IncA/C y junto a otras p-lactamasa de las
familias CTX-M, TEM, KPC, VIM o NDM. Por lo que, aunque las enzimas SHV no
son mayoritarias actualmente, estas contribuyen a la resistencia a los -lactdmicos de

una manera no despreciable y su diseminacion puede resultar problematica [150—
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La mayoria de los aislados de E. coli colonizadores de HSH identificados en nuestro
trabajo pertenecian al filogrupo B2 (54%). En el estudio previo llevado a cabo en
nuestro medio, en el que investigaban las caracteristicas de las enterobacterias
productoras de BLEE colonizantes de la poblacién general sana, el filogrupo
mayoritariamente observado también fue el B2, aunque en un porcentaje menor, un
31% [150]. En el estudio realizado en HSH en Paris, obtuvieron unos resultados
muy similares, en el caso del conjunto de HSH, el filogrupo B2 represent6 un 54%.
En cambio, entre los MSH o0 HSM, el B2 también fue el filogrupo mayoritario, pero
en un porcentaje inferior, un 37,8%, mas similar al obtenido en la poblacion general
en Barcelona [110]. En cuanto a los factores involucrados en la infeccion
extraintestinal, varios de estos factores fueron detectados entre los aislados de
nuestro estudio productores de BLEE colonizantes, especialmente, como era de
esperar, el nimero de genes fue mayor entre los aislados pertenecientes al filogrupo
B2, como los genes que codifican la fimbria P, SPATEs como tsh y sat, multiples
sistemas de adquisicién de hierro y capsula del grupo 2, en especial K1 y K5. Este
hecho es destacable, el colectivo HSH no solamente presenta una prevalencia mayor
de E. coli productoras de BLEE, sino que aquellos aislados detectados entre HSH,
un porcentaje mayor pertenecen al filogrupo B2, el cual presenta un mayor potencial

para poder producir infecciones extraintestinales.

Por lo que respecta a la epidemiologia molecular de los aislados identificados en
nuestro estudio, los ST de E. coli representados por mas de un aislado fueron el
ST14 (29%) y el ST131 (19%). En Paris, los aislados obtenidos de HSH también
pertenecieron principalmente a estos dos ST, aunque el ST131 en una proporcién
maés elevada, con un 21,6%, y ST14 algo menor, con un 16,2%. Ademas, el ST14 no
fue observado ni en los usuarios MSH ni HSM de Paris, por lo que los autores
argumentan la existencia de una circulacion en la red sexual de HSH de este ST
asociado a SHV-12 [110]. A esta circulacion también apuntarian los resultados
genéticos obtenidos entre los aislados de nuestro estudio y explicaria las diferencias

detectadas entre poblacién general y HSH en las prevalencias de BLEEs. Ademas,

esto vendria apoyado por el hecho que la comparacién gendmica entre los aislados
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de Paris y Barcelona de este ST muestra una distancia genética proxima entre
algunos de ellos, lo que ademas sugeriria, una posible diseminacion internacional de
ST14 asociada a SHV-12 transmitido de forma sexual entre HSH. Este podria
haberse expandido internacionalmente de forma similar a lo acontecido con los

brotes de expansidn intercontinental descritos en Shigella [105,132].

Por lo que respecta al ST131 de E. coli, al ser el ST méas extendido, se ha
subdividido en diversos sublinajes basandose en el alelo del gen fimH, mutaciones
en laregion QRDR y la BLEE que presenta. El sublinaje mas extendido globalmente
es el ST131-C2-H30-Rx el cual es portador del alelo fimH30, mutaciones en QRDR
(gyrA-S83L/D87N; parC-S80I/E84V) y de blacrx.m-15 [153,157]. Ninguno de los
aislados obtenidos en nuestro estudio present6 este perfil. EI segundo sublinaje mas
detectado globalmente es el C1-M27, que presenta el alelo fimH30, las mutaciones
en QRDR vy blacrx.m27. Este sublinaje con estas caracteristicas lo detectamos
Gnicamente en uno de los aislados de nuestro estudio. Asimismo, a este sublinaje
también pertenecieron algunos aislados obtenidos en el estudio llevado a cabo en
Paris, sin embargo, ninguno de ellos presenté una distancia cercana al aislado que
detectamos en nuestro estudio. En cuanto al alelo fimH99, no fue detectado entre los
aislados de Paris y se ha reportado con muy baja frecuencia en la bibliografia,
aunque, ha sido detectado en estudios de infeccion urinaria y bacteriemia en
Dinamarca, Corea del sur y el Reino Unido [110,153,158-160]. No obstante, en la
comparacion gendmica entre los aislados E. coli del ST131 de nuestro estudio y los
obtenidos en Paris, se observa que aislados que codificaban fimH99 de nuestro
estudio formaron un cluster independiente dentro del clado formado por los aislados
del C1-M27. Sin embargo, la distancia genética detectada fue elevada con los
aislados de este ST con otros alelos del fimH obtenidos en Paris. Respecto al
contenido plasmidico de los aislados, el perfil detectado en ST131, el F1:A2:B20,
estd muy relacionado con la diseminacion del clon C1-M27 [129,161]. El plasmido
obtenido del aislado representante del ST131-fimH99 secuenciado mediante “long-
read sequencing” (DE008) present6 una identidad elevada con un plasmido descrito

en Japon codificante de blacTx.m.27 obtenido de un aislado del 2016 que pertenecia al
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sublinaje C1-M27 [129]. Este hecho, sumado distancia genética con este sublinaje,
sugiere que los aislados fimH99 detectados en este estudio habrian derivado del C1-
M27. Debido a la distancia genética que presentan y a que el tiempo de estudio de
colonizacion fue de un mes, se desconoce si la deteccion de ST131-fimH99 es
consecuencia de un brote puntual o una circulacion extendida. Por ello, seria
necesario realizar un estudio méas extenso para observar si los ST detectados en este

estudio como mas frecuentes, son los mas diseminados entre el colectivo HSH.

Como se exponia en el estudio anterior, entre 2020-2021 se observd un incremento
significativo en el aislamiento de Shigella productora de CTX-M-27. La
secuenciacion del plasmido revel6 que el gen blacrx.m-27 S€ encontraba codificado en
un plasmido IncF con una alta identidad con plasmidos variantes del pKSR100, los
cuales han sido anteriormente descritos entre los linajes asociados a HSH
codificando: mphA, ermB, blargm.1, dfrAl, dfrA17, sull, aadA5 y blacrx.m2r [142].
Como entre los aislados de E. coli productores de BLEE obtenidos en este estudio,
se detectaron aislados portadores de blacrx.m.27, Se valor6 la posibilidad de que estos
aislados pudieran ser un reservorio del plasmido pKSR100. Para confirmar esta
hip6tesis, se realiz6 una comparacion entre el plasmido descrito en Barcelona de S.
sonnei productora de CTX-M-27 (pSH212) y el plasmido de un aislado de E. coli de
este estudio seleccionado como representante (DE008). La comparacion revelé que
ambos plasmidos presentaban diferencias en el “backbone”, aunque también se
observo que estos compartian elementos genéticos moviles en los que se localizaban
diversos determinantes de resistencia como aadA5, blactx.m.27, dfrAL17, mphA 'y sull.
Este hecho descartaria en este caso una posible transmision horizontal del plasmido
completo entre Shigella y E. coli, aunque no la posibilidad de una hipotética
transmision horizontal de los elementos genéticos moviles en los que se encuentra

este determinante de resistencia.

Dada la diversidad genética que presentan los aislados obtenidos de HSH, esta
sugiere la posible circulacion de E. coli productor de BLEE en redes sexuales,

especialmente del ST14. Este hecho podria explicar la mayor prevalencia detectada
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entre HSH. Ademaés, resulta muy destacable el nimero genes vinculados con
fenotipos mas virulentos detectados entre los aislados estudiados, por lo que estos
individuos podrian representar un reservorio para la transmisién de este
microorganismo a la poblacion general, tanto de mecanismos de resistencia como
factores de virulencia, que podrian ser transmitidos de forma horizontal con otros
organismos o estos mismos causar infeccion. Aunque existen indicios, se desconoce
si existen actividades sexuales concretas que comporten un mayor riesgo de adquirir
y transmitir enterobacterias productoras de BLEE en este colectivo. Por ello, se
requieren mas estudios para comprender las vias de transmision sexual que estén
asociadas con una mayor colonizacion y de esta forma, tomar medidas efectivas para

prevenir la diseminacion.

101




Conclusiones






Conclusiones

Identificacién de los linajes de Shigella circulantes en Barcelona entre

hombres que mantienen relaciones sexuales con hombres

O

Este estudio ha permitido identificar la circulacion y transmision de S. flexneri y
S. sonnei entre HSH en Barcelona entre los afios 2015 y 20109.

Los casos de shigelosis estuvieron principalmente causados por linajes de S.
sonnei y S. flexneri previamente descritos en este colectivo en otros paises por lo
gue la interconexion entre las redes sexuales de HSH podria haber jugado un
importante papel en su diseminacion.

Se ha evidenciado una alta tasa de resistencia a la azitromicina (80%) en S.
flexneri y S. sonnei asociadas a HSH como consecuencia de la adquisicion del
plasmido pKSR100 en el que se encontraban codificados los genes mphA y
ermB. Este hecho sefiala el elevado riesgo de fracaso terapéutico al utilizar los
macrélidos como tratamiento empirico para la shigelosis adquirida por
transmision sexual en HSH.

En pacientes HSH, la resistencia a ciprofloxacino fue significativamente mas alta
en S. sonnei que en S. flexneri (4,5% vs. 80,8%), siendo en ambos casos mediada
por la adquisicion de mutaciones en la region QRDR. La tasa detectada en S.
sonnei fue debida a la amplia diseminacién de aislados pertenecientes al genotipo
CipR.MSM5.

Caracterizacion de los aspectos microbiolédgicos involucrados en el aumento

de Shigella productora de BLEE multirresistente y extremadamente resistente

identificadas en Barcelona entre los afios 2020 y 2021

O

Durante los afios 2020 y 2021 se detectd un incremento significativo de Shigella
productora de BLEE respecto a lo identificado durante el periodo previo
comprendido entre 2015 y 2019 (4,8% vs 38%). Este incremento se debi6 a la
emergencia y diseminacion de S. sonnei XDR productora de CTX-M-27 del
genotipo CipR.MSMS5 entre el colectivo de HSH.

Los estudios filogendmicos han sefialado que el origen més probable de la

expansion de CipR.MSM5 productor de CTX-M-27 en nuestro medio ha sido la
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introduccidn de clones circulantes en otros paises, descartando la adquisicién de
blactx.m27 por parte de los clones de este genotipo circulantes previamente en
Barcelona.

o Se detectd por primera vez la diseminacion entre HSH de S. flexneri 2a
productores de CTX-M-27. La distancia genética y temporal entre los casos y la
falta de conexiones epidemioldgicas hace sospechar de la existencia de casos no
detectados.

o Los plasmidos en el cual se encontraba codificada blacrx.m.27 en los aislados
identificados en HSH son una variantes del plasmido pKSR100. Estos plasmidos,
en el que ademas se encuentran codificados determinantes de resistencia a los
macrolidos y al cotrimoxazol, podrian jugar un papel clave en el éxito de
diseminacion de linajes entre HSH.

o La evolucién de la resistencia en Shigella circulante entre HSH, evidencia la
necesidad de establecer medidas para frenar la diseminacion intercontinental de
linajes capaces de producir infecciones dificiles de tratar con las opciones

terapéuticas disponibles actualmente.

Deteccion de la transmision a través de contacto sexual de enterobacterales

productores de BLEE no pertenecientes al genero Shigella y que colonizan el

tracto intestinal de hombres que mantienen relaciones sexuales con hombres

o En nuestro entorno, hemos detectado una prevalencia de colonizacion intestinal
por E. coli productor de BLEE superior entre HSH respecto al de la poblacién
general (17,5% vs 4,7%).

o La mayoria de los aislados codificaban a su vez mecanismos de resistencia a
otras familias de antimicrobianos entre los que se incluyen los macrélidos y las
tetraciclinas, lo que podria constituir un importante reservorio de mecanismos de
resistencia y potencialmente transmisibles a microorganismos productores de ITS
u otras patologias.

o Entre los aislados de E. coli productores de CTX-M-27 no se detecto la presencia

del pldésmido pKSR100, descartandose a priori su implicacion en la movilizacion
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de blactx.m27 entre esta especie y Shigella spp, asi como en la adquisicion de
resistencia a las cefalosporinas de tercera generacion.

o La estrecha relacién clonal observada, en especial entre los aislados del ST131,
evidencian la existencia de una posible transmision directa de E. coli productor
de BLEE entre HSH. La transmision sexual de estos organismos podria explicar
la mayor prevalencia detectada entre el colectivo HSH.

o Los aislados del ST14 detectados en Barcelona y Paris obtenidos de HSH,
presentaron una distancia proxima genéticamente, hecho que pone de manifiesto
la posible diseminacidn internacional de un clon ST14 productor de SHV-12 a

través del contacto sexual.
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