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RESUMEN

Los asilos de ancianos son instituciones con una alta prevalencia de infecciones del tracto urinario oca-
sionado por Escherichia coli productoras de 3-lactamasas de espectro extendido (BLEE), con diversos
factores de virulencia. El objetivo del estudio fue determinar la frecuencia del gen bla ., , v de ocho
genes de virulencia en 35 E. coli uropatdgenas productoras de BLEE provenientes de seis asilos en Pert,
durante el 2018. E1 57,1% (20/35) de las E. coli fueron portadores del gen blaCTX_M. Ademds, se obtuvo una
frecuencia del 46% (15/35) y 37% (13/35) de hly-alfa y cnf-1, respectivamente; elevada presencia de los
genes iucC (63%, 22/35), aer (94%, 33/35) y chuA (94%, 33/34) y una frecuencia del 46% (16/35) y del
91% (32/34) de los genes pap GII y nanA, respectivamente. Existe predominancia en la distribucion del
gen bla_.. ., ademas de una alta frecuencia de exotoxinas que le confieren una ventaja competitiva para
diseminarse hacia el torrente sanguineo.

Palabras clave: Infecciones urinarias; Antibacterianos; Resistencia Betalactdmica; Infecciones por Ente-
robacteriaceae; Asilos de Ancianos; Escherichia coli Uropatogénica; Factores de Virulencia; Infecciones
Urinarias, 8-lactamasas (fuente: DeCS BIREME).

EXTENDED-SPECTRUM ﬁ»LACTAMASES AND VIRULENCE
FACTORS IN UROPATHOGENIC Escherichia coli IN
NURSING HOMES IN LIMA, PERU

ABSTRACT

Nursing homes are institutions with high prevalence of urinary tract infections caused by ESBL-produ-
cing E. coli with several virulence factors. The aim of this study was to determine the frequency of the
bla_., ,, gene and eight virulence genes in 35 ESBL-producing uropathogenic E. coli from six nursing
homes in Peru during 2018. Of the E. coli samples, 57.1% (20/35) were carriers of the bla_  gene. Fur-
thermore, we obtained frequencies of 46% (15/35) and 37% (13/35) for hly-alpha and cnf-1, respectively;
we also found high presence of the iucC (63%, 22/35), aer (94%, 33/35) and chuA genes (94%, 33/34) as
well as a frequency of 46% (16/35) and 91% (32/34) for the pap GII and nanA genes, respectively. The
bla_,, ,, gene is predominant and a high frequency of exotoxins gives it a competitive advantage for
spreading into the bloodstream.

Keywords: Urinary infections; Antibacterials; Beta-Lactam Resistance; Enterobacteriaceae Infections;
Nursing Homes; Uropathogenic Escherichia coli; Virulence Factors; Urinary Tract Infections, 3-lactama-
ses (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

Los asilos de ancianos son instituciones de cuidado de largo plazo con una alta prevalencia
de enfermedades infecciosas ; la infeccién del tracto urinario (ITU), cuyo principal agente
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etiologico es Escherichia coli, es la infeccién mas frecuente en
este tipo de instituciones . Asimismo, entre el 20 a 40% de
las bacteriemias en ancianos es ocasionada por bacterias que
ascienden por el tracto urinario; E. coli y Proteus mirabilis son
los agentes microbianos mas comunes .

Los residentes de asilos de ancianos presentan una alta
probabilidad de colonizacién y de infecciones por E. coli
multidrogorresistentes ®. Ademas, la alta recurrencia de
ITU y el tratamiento inapropiado de bacteriurias asintoma-
ticas incrementa el uso de antibiéticos, lo que conlleva a la
seleccion de este tipo de bacterias V), con un aumento de la
tasa de mortalidad de los residentes @.

Los antibidticos del grupo f{3-lactdmico representan
aproximadamente el 50% de los antibiéticos prescritos en el
mundo “; sin embargo, su eficiencia terapéutica ha dismi-
nuido debido a la rapida seleccién de mecanismos de resis-
tencia. Las 3-lactamasas de espectro extendido (BLEE) re-
presentan el mecanismo mds importante para la resistencia
a cefalosporinas de tercera generacion en E. coli. La enzima
denominada CTX-M es la BLEE de mayor predominancia a
nivel global debido a su alta eficiencia de propagacién des-
plazando a f3-lactamasas del tipo SHV y TEM en la epide-
miologia global ®. La CTX-M tiene un linaje heterogéneo
que incluye seis grupos (CTX-M-1, CTX-M-2, CTX-M-8,
CTX-M-9, CTX-M-25 y KLUC) que difieren entre si por
una cantidad mayor o igual al 10% de residuos aminoaci-
dicos ™. En el Peru existe una alta frecuencia de E. coli pro-
ductoras de BLEE; en el 2011, en un programa de vigilancia
multinacional en el que se evaluaron once paises de América
Latina se reporto que el 54,0% de las E. coli eran productoras
de BLEE®.

Por otro lado, aunque la diseminacion de BLEE de tipo
CTX-M en E. coli uropatégenas (UPEC, por sus siglas en
inglés) es un problema global que disminuye las opciones
terapéuticas en los pacientes, la severidad de la infeccién de-
pende de la capacidad patogénica en las UPEC©. Las UPEC
poseen factores de adherencia (p.ej. Pap G II) que le permi-
ten iniciar la infeccién exitosamente y migrar hacia regiones
ascendentes del conducto urinario agravando la condicién
del paciente ©. Asimismo, las UPEC producen sistemas si-
derdforos (p.ej. ChuA, Aer) y exotoxinas (p.ej. a-Hly, TcpC,
Cnf-1) que, en conjunto, constituyen un sistema proteico que
les permiten eludir y/o afectar al sistema inmune en detri-
mento de la salud del paciente ®. En bacteriemias cuyo pun-
to de origen es una ITU las UPEC requieren de la expresion
de proteinas que le permiten adaptarse a las condiciones am-
bientales del tejido sanguineo (p.ej. nanA) .

A nuestro conocimiento, no se han publicado en Pert
estudios relacionados que hayan descrito la frecuencia de
las UPEC productoras de BLEE de tipo CTX-M en asilos de
ancianos. La poblacién de estos asilos es susceptible a ITU
y a tener complicaciones sistémicas; por ello, el objetivo del
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Motivacion para realizar el estudio: los asilos de ancianos, por
la alta prevalencia de infecciones urinarias debido a Escherichia
coli multidrogo resistente y el alto riesgo de generar urosepsis,
merecen una especial atencion epidemioldgica.

Principales hallazgos: el 57,1% de las E. coli productoras de
BLEE fueron portadores del gen blaCTer; de los cuales el 70%
pertenecieron al gen blaCTX—M—grupo ,- Ademas, se obtuvo una
frecuencia del 46% y 37% de hly-alfa y cnf-1, respectivamente;
y; finalmente, una frecuencia del 46% y 91% del gen pap GI'y
nanA, respectivamente.

Implicancias: este es el primer reporte de genes resistentes
asociados con BLEE en E. coli uropatdgenas identificado en
asilos de ancianos en el Pert; lo que tiene gran relevancia por
constituir una amenaza para la salud de los adultos mayores.

estudio fue determinar la frecuencia de genes de virulencia y
la presencia del gen bla ., en UPEC aisladas en residentes

de asilos de ancianos ubicados en Lima Metropolitana.

EL ESTUDIO

Diseiio de estudio y poblacion

Estudio descriptivo observacional realizado en el 2018, en
donde se recolectaron de forma aleatoria 35 aislamientos no
repetidos de E. coli productoras de BLEE obtenidas de mues-
tras de orina de adultos mayores residentes de seis asilos de
ancianos privados de Lima Metropolitana en Pert.

Estudio microbioldgico

La identificacion bacteriana se realizé por pruebas bioqui-
micas convencionales (triple sugar iron agar, lysine iron agar,
agar citrato, agar movilidad-indol-orinitina y rojo de metilo/
Voges-Proskauer) y confirmadas molecularmente, por reac-
cién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en in-
glés), a través de la amplificacion del gen uspA.

Pruebas de susceptibilidad

Las E. coli productoras de BLEE fueron confirmadas por el mé-
todo de disco difusion especificado en el documento M02-13 del
Clinical & Laboratory Standards Institute (CLSI) ®; ademas, se
determind la susceptibilidad antimicrobiana por el método de
disco difusién de acuerdo con los lineamientos del CLSI®, em-
pleando como control de calidad a la E. coli ATCC 25922. Se in-
cluyeron los discos de antibidticos con los siguientes antibidticos:
piperacilina/tazobactam 100/10 g (PTZ); amoxicilina/acido
clavulanico 20/10 ug (AMC); cefotaxima 30 pg (CTX); ceftazidi-
ma 30 pg (CAZ); cefepime 30 ug (FEP); cefoxitina 30 pg (FOX);
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aztreonam 30 pg (AZM); meropenem 10 pg (MEM); imipenem
10 pg (IMP); amikacina 30 pg (AK); gentamicina 10 pg (GM);
ciprofloxacina 5 ug (CIP); nitrofurantoina 300 pg (NIT) y tri-
metoprim/sulfametoxazol 1,25/23,75 g (SXT).

Deteccion de genes de virulencia y resistencia

El ADN bacteriano se extrajo usando DNA Purification kit Gene-
JetGenomic (ThermoScientific), siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Se determind la presencia de ocho genes de viru-
lencia: aer, hly, cnf-1, chuA, TepC, nanA, pap GII, iucC %y tres
genes de resistencia asociados a BLEE: bla .,
Ademas, se realizo la deteccion de diferentes grupos de aislados
s (1 2> 87 9) 0. Las condiciones de la PCR
fueron llevadas a cabo en un volumen final de 30 pl que contenia
1X del MaximoTaq DNA (GeneON) asi como 0,5 uM de cada uno
de los cebadores y 1,5 mM de MgCL,. El volumen de ADN incor-

bla, y bl .

portadores de bla

Tabla 1. Genes de virulencia y resistencia, caracteristicas de amplificacion.

porado fue de 2,0 uL. El termociclador Labnet, Multigene optimax
se programd con los siguientes parametros: denaturacion inicial a
94 °C por tres minutos; denaturacién a 94 °C por 30 s; extension
a 72 °C por 30 s; en 30 ciclos de reaccion y extension final a 72 °C
durante tres minutos, mediante el termociclador Labnet, Multige-
ne optimax. En la Tabla 1 se muestra la secuencia de cebadores
utilizados, el tamario de los productos de amplificacion, la tempe-
ratura de hibridacion y la referencia del estudio. Los fragmentos
de ADN amplificados fueron separados mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1% durante 50 min a 110 voltios. Finalmente, se
usd el buffer de carga Runsafe (GeneON) para su revelado en UV.

Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé mediante el programa SPSS
Statistics for Windows, version 25.0. Armonk, NY: IBM
Corp. La descripcion de las variables cualitativas se realizo
a través de graficas de frecuencia.

. sy Temperatura de
Gen Secuencia de cebadores (5’ - 3’) Producto (pb) hibridacién (°C)
Genes de virulencia
. AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT
a-hemolysin (a-hly) 1177 63
ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA
GACGAACCAACGGTCAGGAT
chuA 279 55
TGCCGCCAGTACCAAAGACA
TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT
Aerobactin synthesis (aer) 602 63
AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGA AG
. L CTCGAATTCACTGGGATTTGGTCAACC
Aerobactin synthesis (iucC) 1701 62
CTCTCTAGAATTCCTGAGTTACCAGCC
. . AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG
Cytotoxic necrotizing factor (cnfl) 498 61
CATTCAGAGTCCTGCC CTCATTATT
GGGATGAGCGGGCCTTTGAT
P - fimbriae (pap)- alelo II 190 65
CGGGCCCCCAAGTAACTCG
ACCGGTGAGGGGAAATAAAC
nanA 216 59
GGTGAGTACCAGGGCGATTA
GGCAACAATATGTATAATATCCT
tepC 386 51
GCCCAGTCTATTTCTGCTAAAGA
Genes de resistencia
ATGCGTTATATTCGCCTGTG
blaSHV 544 58
GTTAGCGTTGCCAGTGCTCG
ATAAAATTCTTGAAGACGAAA
blaTEM 1080 54
GACAGTTACCAATGCTTAATC
TTTGCGATGTGCAGTACCACTAA
blaCTX-M 865 60
CGATATCGTTGGTGGTGCCAT
ATGGTTAAAAAATCACTG C
blaCTX-M-grupo 1 900 55
GGTGACGATTTTAGCCGC
CGTTAACGGCACGATGAC
blaCTX-M-grupo2 404 59
CGATATCGTTGGTGGTGCCAT
ACGCTCAACACCGCGATC
blaCTX-M-grupo8 490 63,3
CGTGGGTTCTCGGGGATAA
GATTGACCGTATTGGGAGTTT
blaCTX-M-grupo9 831 58
CGGCTGGGTAAAATAGGTCA
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Consideraciones éticas

El presente estudio obtuvo la aprobacién del Comité de Etica
de la Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Ma-
yor de San Marcos. Acta 1812 con cddigo de proyecto 0013.

HALLAZGOS

Susceptibilidad antimicrobiana

Se analizaron 35 UPEC productoras de BLEE provenientes
de asilos de ancianos. La mayoria de los aislamientos fue-
ron resistentes a cefotaxima (25/35), no hubo aislamientos
resistentes a carbapenémicos, y solo dos (2/35) aislamientos
fueron resistente a cefoxitina. Ademas de la resistencia a los
B-lactamicos se pudo observar que las cepas de UPEC pre-
sentaron amplia resistencia a ciprofloxacina, 82,9% (29/35)
de los casos. Asimismo, no se encontraron UPEC resistentes
a PTZ, MEM e IMP. En la Figura 1 se detalla las frecuencias
de resistencia por antibiético.

Genotipificacion de UPEC productoras de bla_,

Delos 35 aislamientos, 57,1% (20/35) fueron portadores del gen
bl . delos cuales el 70% (14/20) correspondieron al bla, .
o 40% (8/20)al bla - 30% (6/20)al bla,y \, .y
20% (4/20) al blaCTfofgmpo o Por otro lado, el 60% (12/20) de las
UPEC portadoras del gen bla ., tuvieron dos o mds variantes
alélicas del gen bla_
un mayor nivel de confluencia entre los genes pertenecientes
al blaCTX-M-grupo Y hlaCTX_M_grupo , (Tabla 2). También se evalué la
presencia de otros genes productores de f8-lactamasas (bla,,
y bla,,,) en los productores y no productores de bla ., , . De
un subestrato de las UPEC analizadas el 48,1% (13/27) no
resultaron portadoras del gen bla .,  ,pero sialos genes bla,, ,
y/obla,,, . Asimismo, el 51,9% (14/27) delas UPEC presentaron

en la misma bacteria. Ademas, hubo

analiz6 las secuencias nucleotidicas de las variantes alélicas que
confirmarfan su pertenencia al grupo BLEE.

Genotipificacion de factores de virulencia en UPEC
productoras de BLEE

De las 35 UPEC productores de BLEE se analizaron los genes
relacionados con exotoxinas, en los cuales se obtuvo una
frecuencia del 46% (15/35) y 37% (13/35) de hly-alfa y cnf-1,
respectivamente. En los genes asociados al metabolismo del
hierro se observé una elevada presencia de los genes aer, 94%
(33/35) y chuA, 94% (33/35). Ademas, se evalud la presencia
de la adhesina pap GII obteniendo una frecuencia del 46%
(16/34) y del gen nanA en el 91% (32/35) (Figura 2).

DISCUSION

Los resultados de este estudio estudio muestran que el 57,1%
de las Escherichia coli productoras de BLEE presentaron el gen

bla_, ,» siendo el 70% del grupo bla Por otro lado,

CTX-M-grupo 2°
los genes: hly-alfa y cnf-1, codificantes a exotoxinas, se detec-
taron con una frecuencia del 46 y 37%, respectivamente.

Los asilos de ancianos son instituciones de larga estancia
con una alta prevalencia de ITU ocasionado por bacterias
multidrogorresistentes ). En este estudio, el 57,1% de las UPEC

fueron portadoras del gen big Este resultado es similar

CTX-M'
a los descritos por Galvan et al.’® y Arce-Gil et al.'V, quienes
reportaron una frecuencia del 54,7% y 51,4%. Sin embargo,
difieren de los descrito por Ramirez et al.'?y Chavez (9
en diversos hospitales de Lima (70% y 91,7%). Esto ultimo
demuestra la gran variabilidad en la presencia de este gen en las
instituciones de salud.

En lo referente a los resultados obtenidos sobre los

fueron bla (14/20) seguido

CTX-M’ CTX-M-grupo 2

subgrupos de bla

al gen bla_ . ademas de los genes blag,,, y/o bla,,,. No se del bla.,y \ .o (8/20) los de mayor presencia. Esto difiere de
100
90 82,9
g 80 714
= 70 65,7
=
8 60
£ 514 514 .
o 50
3 40 37,1
=
9
b %0 171 20,0
3 20 ’
L
0 - -
AMC CTX CAZ FEP FOX AZM AK GM CIP SXT F/M
Antibidticos

AMC: amoxicilina/ac.clavuldnico; CTX: cefotaxima; CAZ: ceftazidima; FEP: cefepime; FOX: cefoxitina; AZM: aztreonam, AK: amikacina; GM: gentamicina; CIP: ciprofloxacina;

SXT: sulfametoxazol / trimetoprim; F/M: nitrofurantoina.

Figura 1. Perfil de resistencia a los antimicrobianos de los aislamientos de Escherichia coli productoras de $8-lactamasas de espectro extendido (n=35).
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Tabla 2. Distribucién de grupos del gen bla ., , en las Escherichia coli uro-

patdgenas productoras de f3-lactamasas de espectro extendido.

Gruposdebla_ Positivos ili:\iil:;n(c"za)
bla_ ,,(no agrupado) 3 15
blacrer grupo2 5 25
bla_. arupos 1 5
bla_. erupo1 T bla_. erupo 5 25
bla 1\ grupor T Plcrs nt grupos 1 5
hluc’rer grupo2 T blacrer grupo9 1 5
blaCTX-M gupo1 T blaCTX-M gpoz T blacrx-M grupo9 1 5
hlaCTX—M grupo1 T blacrer erupos T blacrer grupo9 1 5
bIQCTer —sl blacrer arupos blacrer grupo9 2 10
Total 20 100

lo reportado por Chavez"”, en donde no se detect6 al bla .,
(26/33) fue el de mayor frecuencia, y

CTX-M-grupo 1 (13/27)'
Sin embargo, estudios recientes indican que en Sudamérica

M-grupo 2 Y el blaCTX-M-grupo 1
por Palma et al. ", donde predomino el bla

bla 1y \y grupo » € AUN significativo 17 y una reciente revisién en
y bla

Brasil identifica a los blg, como las
varjantes mas prevalentes en la region .

CTX-M-grupo 2 CTX-M-grupo 1

También se evalud la presencia de los genes bla
(54,3%) y blag,,
de los genes bla, v bla,, entre las UPEC portadoras del

(51,4%); asimismo, se observd la presencia

gen bla_. . Vale la pena resaltar que en el 37% de los
aislamientos solo se identificé la presencia del gen bla,
y/o blag,,, y que, a pesar de que no se determind su variante
alélica y su dominio al grupo BLEE es un fuerte indicador
de su pertenencia. Ademds, no se detectd la presencia de
ninguno de los genes de resistencia evaluados en el 5,7% de
los aislamientos, lo cual indica la presencia de otros genes de
resistencia tipo BLEE no analizados en este estudio.

Con relacién con los factores de virulencia, el gen pap
GII estuvo presente en el 47,1% de las UPEC. Este resulta-
do difiere de lo reportado por Paniagua-Contreras et al. 1%,
en México, con un 21,1% de frecuencia del gen pap G II en
UPEC comunitarias. También, se observoé una alta frecuen-
cia de genes asociacion al transporte de hierro, similar a lo
reportado por Dadi et.al @), con 54,5% respecto al gen iucC.

Con relacién a las exotoxinas estudiadas, obtuvimos una
frecuencia del 44,2 y 38,2% de hly-alfa y cnf-1, respectivamen-
te, resultados comparables al reportado por Dadi et al. ®” con
un 50,4 y 29% de hly-alfa y cnf-1, respectivamente. Por otro
lado, en este estudio no encontramos UPEC portadoras del
gen tcpC, a diferencia de otros trabajos en los que se han re-
portado prevalencias de hasta el 25% 9.

También encontramos una frecuencia del 88,2% para el
gen nanA, el cual es importante en la produccién energética.
Se ha propuesto que la presencia del gen nanA genera una
alta competitividad en las UPEC para generar bacteriemias,
aunque su rol en la patogénesis de la ITU es menos impor-
tante ©, los resultados indican la existencia de un alto riesgo

100 94 94
91

920

80

70
= 63
g

60
£
=
[ 50 46 46
o]
|9}
S 40 37
3
i

30

20

10

0
0
a-Hly cnf-1 TepC aer chuA iucC pap GI1I nanA
Exotoxinas Metabolismo del hierro

Factores de virulencia

Figura 2. Frecuencia de genes de virulencia en Escherichia coli uropatdgenas.
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en los residentes con bacteriemias de desarrollar sepsis.

Este estudio presenta algunas limitaciones. Si bien se
realizé en varios asilos de ancianos, no se obtuvo informa-
cion clinica de los pacientes, ademds de presentar un nad-
mero limitado de muestras. Por otra parte, no se analizaron
mas genes de virulencia y resistencia (otros tipos de BLEE)
relevantes en la epidemiologia de las UPEC.

En conclusion, este es el primer reporte de UPEC pro-
ductoras de BLEE en asilos de ancianos en Peru; donde po-
demos observar el predominio del gen bla_, .,
el 70% pertenecen al blaCTX_M_ng0 ,- También, se puede indi-
car que las UPEC productoras de BLEE en los asilos de an-
cianos presentan una elevada frecuencia de exotoxinas y del
gen nanA, lo que les confiere una ventaja para diseminarse

de los cuales
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