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RESUMEN

Con el objetivo de evidenciar diferencias en la respuesta inmunoldgica y bioquimica de ancianos con
infeccion del tracto urinario (ITU) por Escherichia coli (E. coli) frente a factores de virulencia de impor-
tancia en la patogenia de la ITU, se realiz6 un estudio descriptivo en el cual se evaluaron 24 muestras
de orina de adultos mayores con ITU provenientes de centros de reposo gerontolégicos. Se determind
la concentracion de hierro, TNF-a, IL-1pB y la capacidad antioxidante en la orina, encontrandose una
relacion entre una mayor concentracion de hierro y de hematies en la orina con la presencia del gen pap
GII en la E. coli. Se concluye que los adultos mayores con ITU por E. coli portadoras del gen pap GII,
presentan mayor dafio tisular.

Palabras clave: Asilos de Ancianos; Ancianos; Escherichia coli Uropatogénica; Biomarcadores; Factores de Viru-
lencia; Infecciones Urinarias; Inmunologia; Orina; Antioxidantes; Citoquinas (Fuente: DeCs BIREME).

IMMUNOLOGICAL AND BIOCHEMICAL RESPONSE FROM
OLDER ADULTS WITH URINARY TRACT INFECTION TO
UROPATHOGENIC Escherichia coli VIRULENCE FACTORS

ABSTRACT

Descriptive study in which 24 urine samples from older adults with urinary tract infection (UTI), from
nursing homes, were evaluated; in order to identify differences in the immune and biochemical response
from older adults with UTI by Escherichia coli (E. coli) to major virulence factors in the pathogenesis of
UTL. Iron concentration, TNF-a, IL-1p and antioxidant capacity in urine were determined. A relation was
found between, an increase in iron and red blood cell concentration in urine, and the presence of the pap
GII gene found in E. coli. It is concluded that older adults, with UTIs by E. coli with the gene pap GII, have
increased tissue damage.

Keywords: Nursing Homes; Elderly; Uropathogenic Escherichia coli; Biomarkers; Virulence Factors, Uri-
nary Tract Infections, Immunology, Urine, Antioxidants, Cytokines (Source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

La Escherichia coli (E. coli) es el agente causal mas frecuente de bacteriemias en el hombre @,
siendo el tracto urinario la principal forma de ingreso en pacientes geridtricos ®. En forma
parcial esto se debe a que la poblacién adulta mayor (PAM) presenta caracteristicas inmuno-
légicas particulares, con un estado subclinico de inflamacién crénica, conocida como inmu-
nosenescencia, donde el linaje polimorfonuclear (principal linea de defensa en las infecciones
del tracto urinario [ITU]) @ se encuentra limitado en su funcién ?. Por otro lado, se han
descrito diversos factores de virulencia en E. coli, asociados con bacteriemias y sepsis, en los
que se incluyen moléculas de adhesion celular, sistemas de captacion del hierro y exotoxinas
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que configuran un sistema proteico que le permite eludir o
injuriar al sistema inmune del paciente en detrimento de su
salud ©9.

La interaccién entre el sistema inmunolégico de los pa-
cientes con ITU y la capacidad genética que tiene la bacteria
de formar factores de virulencia determina el aclaramiento
bacteriano en el tracto urinario ©, por lo que es necesario
explorar la diferencia en la respuesta inmunolégica y bio-
quimica que tiene el adulto mayor con ITU ante los diversos
factores de virulencia asociados a sepsis en E. coli uropato-
genas (UPEC, por sus siglas en inglés).

EL ESTUDIO

Entre abril y julio del 2018, se evalud la orina de 24 adultos
mayores con ITU, de ambos sexos, residentes en centros de
reposo gerontologicos privados de Lima. El criterio diagnos-
tico de ITU se defini6 a partir de un recuento microscdpico
mayor a cinco leucocitos por campo de 400 aumentos, la
conversion de nitritos por el método de Griess y un recuen-
to mayor a 100 000 unidades formadoras de colonias en el
medio de cultivo agar sangre. Se estandarizé el analisis de
sedimento urinario conforme a las recomendaciones del
Instituto de Salud de Chile ©.

Se identifico el agente etiologico con métodos bioquimi-
cos tradicionales y se preservaron las bacterias identificadas
como E. coli en caldo tripticasa de soya y glicerol al 20%. Los
cultivos polimicrobianos fueron excluidos del estudio. Poste-
riormente, se extrajo el ADN bacteriano utilizando el kit Ge-
nefJet Genomic (Thermo Scientific®, Massachusetts, EE. UU.)
y se evaluo la presencia de 11 genes de virulencia: aer, a-hly,
cnf-1, sfa, chuA, TepC, nanA, pap GI, GII, GIII'y iucC mediante
reaccion en cadena de polimerasa de punto final.

Las muestras de orina fueron centrifugadas a 3000 g (Sig-
ma, 3-30KS) por 10 minutos, preservando el sobrenadante. Se
determind la concentracién del TNF-a, IL-1p y hierro; ademas,
se evalud la capacidad antioxidante total en la orina por los mé-
todos de ABTS* y FRAP como marcador de la respuesta inmu-
noldgica a través del aumento de sustancias reactivas al oxigeno
(ROS, por sus siglas en inglés). Todos los analitos fueron me-
didos empleando el espectrofotémetro Multiskan Go (Thermo
Scientific®, Massachusetts, EE. UU.).

El andlisis estadistico se realiz6 con el programa Epidat
version 4.1. La descripcion de las variables cualitativas se
realizd a través de tablas de frecuencia. Se aplicd la prueba de
normalidad de Shapiro Wilk para determinar la distribucion
de las variables cuantitativas y la prueba de homogeneidad
de varianza de Levene. Las variables cuantitativas con distri-
bucién normal fueron analizadas mediante la prueba de T de
Student. Los valores p < 0,05 se consideraron significativos.

El presente estudio obtuvo la aprobacién del Comité de
Etica de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional
Mayor de San Marcos, acta 1812 con cédigo de proyecto 0013.
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Motivacion para realizar el estudio: Los adultos mayores
presentan un sistema inmunoldgico inmunosenescente
por lo que es conveniente identificar los factores de viru-
lencia en la bacteria que alteran su respuesta inmunoldgica.

Principales hallazgos: Las Escherichia coli portadoras del
gen pap GII inducen un mayor dafio tisular, lo que incre-
menta la concentracién de hierro y hematies. Ademas, existe
la presencia generalizada del gen nanA, de importancia en
estadios de sepsis.

Implicancias: Los hallazgos contribuyen al estudio de
la respuesta inmunoldgica en adultos mayores con ITU;
ademas, es el primer reporte en el Peru de la frecuencia de
factores de virulencia en Escherichia coli uropatégenas en
centros de reposo gerontoldgicos.

HALLAZGOS

Se analizaron 24 muestras de orina de adultos mayores, pro-
venientes de centros de reposo gerontoldgicos, con ITU por
E. coli. Los genes de virulencia més frecuentes fueron el gen
nanA, pap GII, aer, chuA e iucC. También se encontraron, en
una baja proporcion, genes a-hly y cnf-1, pero no se hallaron
genes TcpC, pap GI, pap GII y sfa (Figura 1).

En relacién con la respuesta inmunolégica y bioquimica
de los adultos mayores ante los diversos genes de virulencia
evaluados, se observé una concentracién de 37,6 hematies/uL
y de 193,4 ug/L de hierro en los pacientes portadores del gen
pap GII, significativamente mayor en los pacientes infecta-
dos con E. coli, pero sin este gen. Ademas, en los pacien-
tes con cepas portadoras del gen pap GII se evidencié una
tendencia positiva de tener una mayor capacidad antioxi-
dante en la orina con respecto a la prueba ABTS* (1348,7
vs. 634,8 Eq-Vit C real ug/mL) (Tabla 1). Por otro lado, se
observoé una tendencia a presentar mayor concentracion de
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Figura 1. Frecuencia relativa de genes de virulencia en Escherichia coli
uropatégenas en adultos mayores de centros de reposo
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Tabla 1. Marcadores inmunoldgicos y bioquimicos en comparacién con la presencia del gen pap GII

Marcadores inmunologicos y bioquimicos Presencia de pap GII * Ausencia de pap GII * Valor de p®
Leucocitos/ul 270,1 £ 240,7 225,8 £126,0 0,729
Hematies/uL 37,6 £37,4 12+£8,2 0,010
Hierro (ug/L) 193,4 +139,6 85,3 £26,2 0,004
IL-1B (pg/mL) 375 +293,2 147 + 98,8 0,144
TNEF- a (pg/mL) 65,2 + 35,0 94,5 £ 61,5 0,195
ABTS Eq-Vit C real (ug/mL) 1348,7 + 1455,7 634,8 +299,0 0,059
FRAP (mM) 1,006 + 0,416 0,801 + 0,332 0,366

* media + desviacion estindar;" prueba T de Student

FRAP: Recuperacion de fluorescencia después de photobleaching, ABTS: Acido 2,2™-azino-di-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico

leucocitos (p = 0,070) en los pacientes infectados con E. coli,
portadores de los tres genes relacionados al metabolismo del
hierro evaluados (iucC, aer y chuA) (Tabla 2).

DISCUSION

El presente estudio evalu6 la respuesta inmunoldgica y bio-
quimica en la orina de pacientes adultos mayores institucio-
nalizados, infectados por UPEC (el principal agente etiold-
gico de las ITU). Entre los principales hallazgos se encontré
que la presencia del gen pap GII indujo hematuria y una
mayor concentracioén de hierro en la orina. También se eva-
lué la frecuencia de los genes de virulencia importantes en el
proceso de patogenicidad en las ITU y entre los principales
hallazgos se tiene que el 95,8% de las UPEC albergaron al
gen nanA.

El 4cido N-acetilneuraminico, sustrato importante en la
produccién energética de la E. coli, es escindido a través de
la enzima N-acetilneuraminico liasa (nanA) en piruvato y
N-acetil-D-manosamina ®. La presencia de la enzima nanA
genera una alta competitividad en las UPEC productoras de
bacteriemias; y aunque su funcién en la patogénesis de la
ITU en modelos murinos es menos relevante ®, los resul-
tados indican la existencia de un alto riesgo de desarrollar
sepsis en los adultos mayores con bacteriemias.

Por otro lado, las exotoxinas tienen una funcién en la pa-
togenia de la ITU. Los neutroéfilos, principal linea de defensa
en las ITU, son lisados por la a-hemolisina (HlyA) en dosis
elevadas y, ademas, las células de la vejiga en bajas dosis son
exfoliadas @, lo cual deteriora las dos principales lineas de
defensa del cuerpo ®. No obstante, en las UPEC estudiadas
obtuvimos una frecuencia de 8,3%, resultado menor al en-
contrado en otros estudios realizados en poblacion geridtri-
ca (%10 Asimismo, las exotoxinas, como el factor citotdxico
necrotizante tipo 1 (CNF1) relacionado genéticamente a la
HlyA, inducen un rearreglo del citoesqueleto de los neu-
trofilos mediante la activacion de las enzimas de tipo Rho
GTPasa ©. En concordancia con lo reportado por la a-hly se
encontr6 una UPEC portadora del gen cnf-1.

En relacion con la proteina TcpC recientemente descrita
como interferente en la produccién de citoquinas proinfla-
matorias en la ITU “?, no fue encontrada en ninguna de las
UPEC evaluadas, lo cual puede reflejar la ausencia de la isla
de patogenicidad tipo IV, dependiente de su transferencia
horizontal, o la reciente adquisicion evolutiva del gen en las
E. coli extraintestinales !?.

En relacion con la respuesta inmunolégica y bioquimi-
ca observada en los adultos mayores, el hierro, escaso en el
fluido urinario, es indispensable en el metabolismo bacte-
riano *'9, los microorganismos que infectan el tracto uri-
nario deben tener la capacidad de captar y competir por su
asimilacion ¥. Las UPEC tienen tres sistemas de captacion

Tabla 2. Marcadores inmunoldgicos y bioquimicos en comparacion con la presencia de los genes iucC+aer+chuA

Marcadores inmunoldgicos y bioquimicos Presencia de iucC+aer+chuA* Ausencia de iucC+aer+chuA * Valor de p ®
Leucocitos/uL 391,7 £ 226,6 209,6 + 206,5 0,070
Hematies/uL 35,3 £ 36 32,6 + 36,4 0,903
Hierro (ug/L) 210,6 + 140,2 160,9 + 132,6 0,418
IL-1B (pg/mL) 421,1 + 280,5 302,4 +284,4 0,359
TNF - a (pg/mL) 82,8 +24,2 64,9 + 45 0,332
ABTS Eq-Vit C real (ug/mL) 1763,7 £ 2349,6 1009,9 + 626,8 0,435
FRAP (mM) 0,957 + 0,307 0,978 + 0,447 0,911

*media * desviacion estandar; ® prueba T de Student )

FRAP: Recuperacion de fluorescencia después de photobleaching, ABTS: Acido 2,2’-azino-di-(3-etilbenzotiazolina)-6-sulfénico
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de hierro (sider6foros, hemoforos y captacion directa de
hierro en su estado ferroso) y se ha informado el aumento
de su expresion in vivo 9. Por otro lado, la restriccion del
hierro es un mecanismo de defensa inmunitario utilizado
por el hospedero para limitar la proliferacién bacteriana 1.
Aunque no pudimos encontrar diferencias significativas en-
tre los marcadores inmunoldgicos y bioquimicos y los genes
asociados al metabolismo del hierro, se puede observar que
los pacientes con UPEC, portadores de los genes iucC, aery
chuA, tienden a presentar una mayor concentracion de leu-
cocitos, lo cual puede indicar un mayor estrés inmunoldgico.
Ademas, la presencia del gen chuA y de otros sistemas side-
réforos estan altamente concentrados en cepas causantes de
ITU recurrente 7, situacién comutn en centros de reposo
gerontoldgicos.

Finalmente, el gen pap GII es un factor de virulencia cuya
funcion es procurar la adhesion de las UPEC al tejido renal. Se
ha documentado la asociacion del gen pap GII con estadios de
pielonefritis ©, ademds, se ha postulado su ventaja competiti-
va durante estadios de bacteriemia por ITU ®. Cierta eviden-
cia sefiala que su presencia no es determinante en estadios de
pielonefritis, por lo tanto, su funcion ain no es concluyente en
el proceso de infeccién en el tracto urinario %

En los resultados obtenidos se observa que los pacientes
con UPEC positivas para el gen pap GII presentaron mayor
concentracion de hierro en comparacion con los pacientes con
UPEC negativas para el gen pap GII. Se ha encontrado que la
interaccion del pap GII con su receptor induce la transcrip-
cién répida del gen airS en las UPEC en orina, el cual tiene un
papel fundamental en la activacion de los sistemas sideréforos
(aerobactina/enterobactina) *® al disminuir la concentraciéon
de hierro en la orina. En los resultados obtenidos no encon-
tramos esta relacion. Sin embargo, esto podria ser explicado
por la mayor concentracién de hematies y hemolisis en este
grupo de pacientes. La adhesién de la proteina pap GII activa
la sintesis de citoquinas ®, ocasionando la ruptura de vasos
sanguineos ubicados en la ldmina propia. Por otro lado, me-
diante la prueba ABTS* se describe que en los pacientes con
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