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Resumen:  Objetivos: caracterizar la respuesta inmunometaboélica en la orina de
pacientes adultos mayores infectados con Escherichia coli uropatégena residentes en
casas de reposo y determinar su frecuencia filogenética. Materiales y métodos: estudio
observacional descriptivo, en el cual se enrolaron 24 pacientes con infeccidn del tracto
urinario y 17 pacientes sin infeccién del tracto urinario. Se cuantificd el hierro y el
TNF - a en orina por métodos espectrofotométricos, la capacidad antioxidante por
ensayo ABTS+*y la determinacion filogenética de E. coli por el método de Clermont.
Resultados: la concentraciéon de hierro, TNF - a y la capacidad antioxidante en la
orina en pacientes con infeccién del tracto urinario los valores fueron de 175,40 pg/L,
70,11 pg/mL y 1229,75 ug/mL eq-VitC, mientras que en pacientes sin infeccién fue
de 67,4 pg/L (p = 0,001), 87,16 pg/mL (p = 0,08) y 1069,14 pg/mL eq-VitC (p =
0,61) respectivamente. Ademas, se encontraron 11 E.coli pertenecientes al grupo B2y 13
agrupados en no- B2 (A, B1, Dy E). Conclusiones: se evidencia una alta disponibilidad
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de hierro en la orina de los pacientes adulto mayores con infeccidn del tracto urinario,
lo cual estimula la proliferacién bacteriana. Hay una elevada capacidad antioxidante en
la orina de los pacientes con infeccidn del tracto urinario y una mayor presencia clonal
de E.coli de tipo no B2 en la orina de los pacientes residentes en casas de reposo.

Palabras clave: biomarcadores, adulto mayor, filogenia, Escherichia coli.

Abstract: Objectives: to characterize the immunometabolic response in the urine of
elderly patients infected with uropathogenic Escherichia coli resident in elderly homes
and determine its phylogenetic frequency. Materials and methods: descriptive and
observational study in which 24 patients with urinary tract infection and 17 patients
without urinary tract infection were enrolled. Were quantified Iron and TNF - « in
urine by spectrophotometric methods, the antioxidant capacity by ABTS + * assay
and the phylogenetic determination of E. coli by the Clermont method. Results: the
concentration of iron, TNF - « and the antioxidant capacity in urine in patients with
urinary tract infection were 175.40 pg / L, 70.11 pg / mL and 1229.75 ug / mL eq-
VitC, while in patients without infection the values were of 67.4 pg / L (p = 0.001),
87.16 pg / mL (p = 0.08) and 1069.14 ug / mL eq-VitC (p = 0.61) respectively. In
addition, 11 E. coli belonging to group B2 and 13 grouped in non - B2 (A, B1, D and
E) were found. Conclusions: high availability of iron in the urine of elderly patients
with urinary tract infection is evidenced, which stimulates bacterial proliferation. There
is a high antioxidant capacity in the urine of patients with urinary tract infection and a
greater clonal presence of non-B2 type E.coli in the urine of patients residing in elderly
homes.

Keywords: biomarkers, elder, phylogeny, Escherichia coli.
Introduccién

El nimero de personas mayores de 60 afios aument6 de 9% a 12 % durante
el decenio de 1994 2 2014 y se estima que, para el afio 2050, el 21% de la
poblacién serd longeva [1]. En el Pert, la poblacién adulta mayor (PAM)
se incrementd de 9,1%, en el ano 2007, a 11,9% en 2017 [2].

Las enfermedades infecciosas son altamente recurrentes en la PAM,
siendo las infecciones del tracto urinario (ITU) la segunda més frecuente
en PAM residente en casas de reposo [3,4]. La probabilidad de desarrollar
complicaciones clinicas como consecuencia de una ITU en pacientes
residentes en casas de reposo (CR) es mas frecuente en comparacion con
poblacién geridtrica no residente en CR. Estas complicaciones pueden
llevar con mas frecuencia a pielonefritis, bacteriemia y, en consecuencia,
hospitalizacion, terapia sistémica antimicrobiana, deterioro funcional y
muerte [S].

Algunos de los factores de riesgo mas relevantes para la adquisicién de
ITU en la PAM son el uso permanente de catéter vesical, incontinencia
urinaria, incorrecta manipulacién del adulto mayor con un alto nivel de
dependencia y la resistencia bacteriana [6]; sin embargo, existen otros
factores como, los metabdlicos e inmunolégicos, menos estudiados, que
también tienen un rol relevante en la ITU [7].

El 80% de los casos de ITU en el mundo son ocasionados por
Escherichia coli uropatégenas (ECUP), el cual presenta sicte grupos
filogenéticos (A, B1, B2, C, D, E y F) [8] y una distribucién heterogénea
en los casos de ITU. El grupo B2 es el mas frecuente y patdgeno, debido a
su mayor capacidad de adaptacién en el fluido urinario [9]. En el proceso
de colonizacién e infeccidn del tracto urinario, los diversos mecanismos
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de virulencia expresados por E.coli han sido previamente documentados
[10]. La expresion de exotoxinas, adhesinas y flagelos son determinantes
en la proliferacién del microorganismo en el tracto urinario [11]. Sin
embargo, no hay evidencia de un mecanismo de virulencia dominante que
no sea compartido por bacterias comensales, no patdgenas [11]. Se ha
observado que el metabolismo bacteriano durante el proceso infeccioso
es un factor clave para mantener su supervivencia en el tracto urinario
[12]. Los uropatdgenos para sobrevivir en el ambiente urinario, fluido
con un numero limitado de nutrientes, priorizan la expresién génica de
proteinas que se encargan de metabolizar nutrientes [1]. El hierro ha sido
descrito como indispensable en el proceso de ITU [13], por lo que, las
bacterias tienen hasta tres sistemas de absorcidén de hierro: sideréforos,
hemoéforos y a través de la captacién directa de hierro en su estado ferroso
[14]. Los estudios han demostrado que en orina de pacientes con ITU,
los sistemas de absorcién de hierro se encuentran sobreexpresados [13].
Del mismo modo, estudios de vacunacién, que utilizan a los receptores de
sideréforos o la proteina de unién al hemo como antigenos, muestran un
efecto protector en modelos murinos con ITU [15]; ademds de favorecer
su proceso de adaptacién [16]. Por otro lado, la superficie de las bacterias
gram — negativos, como en E.coli, presentan receptores de citoquinas
proinflamatorias tipo factor de necrosis tumoral (TNF) e Interleukina
- 1 (IL-1), las cuales mediante la sintesis de factores de transcripcion
modifican los mecanismos de virulencia bacteriano como respuesta de
unioén a estas [17,18].

Debido a las anteriores consideraciones, se plantea la presente
investigacién que tiene como objetivos caracterizar la respuesta
inmunometabdlica en la orina de pacientes adultos mayores infectados
con Escherichia coli uropatdgena residentes en casas de reposo y
determinar la frecuencia filogenética de Escherichia coli uropatdgenas.

Materiales y métodos

El estudio es analitico correlacional, ejecutado en el periodo de agosto a
diciembre del afio 2017. Los pacientes fueron adultos mayores residentes
en 5 centros gerontoldgicos privados de Lima - Pert. Se incluyeron en
el analisis las muestras de orina de 24 pacientes con infeccién del tracto
urinario y de 17 pacientes sin infeccion del tracto urinario, con la finalidad
de contrastar los resultados.

Las muestras de orina fueron seleccionadas y recolectadas del
laboratorio Medical Prevention. Los anélisis microbioldgicos e
inmunometabdlicos se llevaron a cabo en el Laboratorio de Microbiologia
¢ Inmunologia de la Universidad de Piura, con sede en Lima, y la
caracterizacién filogenética se llevé a cabo en los Laboratorios del Grupo
de Investigacién y Docencia en Medicina Molecular de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos. Los criterios de seleccion de las muestras
incluyeron que el paciente haya residido en un CR durante el momento
de recoleccién de la muestra, tener 65 aflos 0 mds y un tiempo no mayor
auna hora entre la toma de muestra y su recepcién por el laboratorio. La
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estandarizacién del analisis de sedimento urinario se realiz6 siguiendo las
recomendaciones del Instituto de Salud de Chile [19].

Posteriormente, se separaron alicuotas de 5 mL de orina en 2 criotubos
que fueron almacenadas a -20°C. El cultivo de orina se realiz6 con asas
de siembra de 1pL, en agar sangre y agar McConkey, incubandose a 37°C
durante 24 horas. El criterio diagnéstico de infeccién del tracto urinario
fue un recuento microscépico mayor a cinco leucocitos por campo a 400
aumentos, la evidencia de conversién de nitritos por el método de Griess
y el recuento mayor a 100,000 unidades formadoras de colonias (UFC)
en el agar sangre.

Las bacterias fueron identificadas como Escherichia coli (E. coli),
utilizando los métodos bioquimicos tradicionales y luego almacenadas en
caldo tripticasa de soyay glicerol al 20%.

Los resultados fueron evaluados estadisticamente con el software
Epidat 4.1. Las concentraciones de los inmunometabolitos evaluados se
compararon mediante la prueba Chi-cuadrado. También se elaboré la
prueba no paramétrica U de Mann - Whitney. Los valores de p <0,05 se
consideraron significativos.

Extracciéon de ADN y determinacion filogenética de E.coli

Para la extraccién de ADN bacteriano se utilizé el DNA Purification
kit GeneJet Genomic, Thermo Scientific °. Se siguié el protocolo sugerido
por la casa comercial. Los primers utilizados para la ejecucién del PCR-
cuddruplex fueron los siguientes: ArpAl, TspE4C2, yjaA y chuA, las
secuencias fueron tomadas de Clermont et al [8].

Anilisis de marcadores inmunometabélicos

Para el andlisis de los marcadores inmunometabélicos, las muestras
de orina fueron centrifugadas a 3000 g por 10 minutos, se descartd
el sedimento y preservé el sobrenadante. Se analizaron las muestras de
pacientes con ITU y sin ITU.

Ensayo TNF-a en orina

La determinacién de la concentracién del TNF-w se llevé a cabo con
un método de enzimoinmunoensayo (ELISA) de tipo directo, siguiendo
el protocolo descrito por la casa comercial Sigma—Aldrich. Se validé
la curva de calibracién estindar con un r de 0.997. Las lecturas de
absorbancia fueron realizadas en un espectrofotémetro Multiskan Go,
Thermo Scientific °.

Ensayo hierro en orina

La medicién de la concentracién de hierro en orina se realizd por
medio de un método colorimétrico de punto final a 593 nm, el protocolo
utilizado fue el descrito por la casa comercial Sigma-Aldrich. Se validé
la curva de calibracién estindar con un r de 0.9998. Las lecturas de
absorbancia fueron realizadas en un espectrofotémetro Multiskan Go,
Thermo Scientific °.

Ensayo con el radical libre ABTS

El radical catiénico ABTS.+ se obtuvo tras la reaccién del compuesto
ABTS (7 mM) con persulfato de potasio (2.45 mM, concentracién
final), incubados a temperatura ambiente (25°C) y en oscuridad durante
16 h. Se ensayaron distintas diluciones de orina, siendo la de 1:15 la

241



Archivos de Medicina (Col), 2019, vol. 19, nim. 2, Julio-Diciembre, ISSN: 1657-320X / 2339-3874

que se adecué mejor a la curva de calibracién elaborada después de
siete minutos de incubacién a temperatura ambiente alejado de la luz
y leido a 734 nm [20]. El antioxidante de referencia, 4cido ascérbico,
se ensayd a una concentracién de 250 pg/mL (concentracién final).
Los resultados se expresaron como capacidad antioxidante equivalente
al 4cido ascérbico (AAEAC-ABTS en pg/mL de é4cido ascérbico/
uL de muestra). Las lecturas de absorbancia fueron realizadas en un
espectrofotémetro Multiskan Go, Thermo Scientific “.

El presente estudio obtuvo la aprobacién del Comité de Etica de la
Facultad de Medicina de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos.

Resultados

La concentracién de hierro en la orina de pacientes adultos mayores
sin ITU y con ITU fue de 67,4 ug/L y 175,4 pg/L. Hubo diferencia
significativa entre los dos grupos (p = 0.001). Los resultados se muestras
en la Tabla 1. La concentraciéon del TNF-a en orina de los pacientes
con ITU fue de 70,11 pg/mL y 87,16 pg/mL en los pacientes sin ITU.
No encontramos diferencia significativa entre los dos grupos (p = 0.080).
En la evaluaciéon de la capacidad antioxidante de la orina por medio
de la técnica de ABTS se obtuvo valores de AAEAC de 1229,75 mg/
mL en pacientes con ITU y de 1069,14 mg/mL en pacientes sin ITU.
No encontramos diferencia significativa entre los grupos (p = 0,612).
Se evalud el recuento leucocitario y hemadtico en el examen completo
de orina, en donde se encontré diferencia significativa en la cantidad de
leucocitos (p < 0.001), pero no en la cantidad de hematies (p = 0.986).

Infectados Noinfectados
e Mediana (RIQ) Mediana (R1Q) LI
Leucocios/ pL 158 (192 a 456.6) 33812 <0.001
Hemaliespl T2.1(6 a51.9) 3I3all) 0.013
Hierm (pg/L) 123.7 (7.6 a242.7) 526 (48.8a71.3) 0.001
TNF -alia (paiml) B2.6(30389.4) 831 (82.9a91.4) 0.115
Eg- Vil Creallugml) 8055 (6012 3 1262.9) G178 (538.2 a 1328) 1,000

Tabla 1

Evaluacién de la concentraciones de marcadores inmunometabdlicos

en pacientes con ITU y sin ITU con prueba no paramétrica.

* Prueba U de Mann-Whitney
Elaboracién propia.

Finalmente, se encontraron 11 variantes filogenéticas de E. coli tipo B2
y 13 no-B2, agrupadas en A, B1, C, D, E y F. La distribucién clonal se
muestra en la Figura 1
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B1

B2

2 4 6 8 10 12
Figura 1

Distribucidn clonal de Escherichia coli en las casas de reposo

Elaboracién propia
Discusion

La respuesta inmunometabdlica disminuye con la edad frente a diversas
agresiones externas como microorganismos, asi como a factores internos
como la presencia de células neoplisicas, entre otros [21]. Entonces en
PAM con condicidn adicional de ITU, es de esperarse que las respuestas
inmunometabdlicas difieran del PAM sin ITU.

Entre los indicadores analizados, el hierro es un mineral indispensable
para la salud humana pero también es un elemento indispensable en el
metabolismo bacteriano [22]. Se han descrito diversos mecanismos para
su captacion, siendo variados y redundantes en su patrén de expresion
ante el proceso de ITU [23]. En el curso de la ITU se ha reportado un
aumento en la expresion de siderdforos captadores de hierro por parte
de las ECUP [24]. Debido a ello, la restriccion del hierro por parte del
hospedero es un mecanismo de defensa que limita la sobrevida bacteriana
[25]. La mayor concentracién de hierro en orina de pacientes con ITU
en comparacién con los pacientes sin ITU indica la expresiéon de un
alto ntimero de factores citotdxicos (el factor citotdxico necrotizante y
la hemolisina, por ¢jemplo), los cuales realizan procesos litico celulares
que vierten al medio extracelular el hierro almacenado en las células [26]
y genera un aumento en el estrés oxidativo. Lo senalado cobra mayor
sustento ante la mayor presencia de hematies en pacientes con ITU frente
alossin ITU (p=0,013)

El TNF-a, producido por los macréfagos centinelas de la vejiga,
permite el reclutamiento de los neutréfilos, estimulando la expresién
de la metaloproteinasa-9 [27]. Ademads de los macréfagos, existen otras
estirpes celulares que tienen la capacidad de sintetizar y liberar al TNF-
a. Por ejemplo, los mastocitos y las células NK, ubicados en la mucosa
vesical, también sintetizan TNF-¢; sin embargo, no se conoce la funcién
que realizan [28]. Se cree que el hecho de no encontrar una diferencia
significativa en la concentracién de TNF-« entre los grupos de estudio,
a pesar de una mayor concentracién de leucocitos en los pacientes con
ITU, se debe a la elevada desviacién estdndar del analito en el curso

243



Archivos de Medicina (Col), 2019, vol. 19, nim. 2, Julio-Diciembre, ISSN: 1657-320X / 2339-3874

de infeccién, lo cual refleja una capacidad de respuesta y estado en el
proceso infeccioso diferenciado. Hay que tomar en consideracién que la
respuesta antiinflamatoria post-infeccién tiene un rol importante en el
proceso infeccioso, ya que permite contener la respuesta inmune y evita
injurias tisulares en el tejido periférico [29]. También hay que considerar
que las ECUP evaden el sistema inmune, suprimiendo la expresién de las
citoquinasy quimiocinas, lo cual generauna variacién en la concentracion
detectada de TNF-a [30]. Por otro lado, la alta concentracién de TNF-o
sin ITU guarda relacién con un estado inmunoldgico permanentemente
activado en la PAM.

La medicién de la capacidad antioxidante de la orina (CAO) fue
teorizada como un marcador de respuesta inmunoldgico, considerando
que un aumento de radicales libres en el proceso de envejecimiento y
en situaciones de infeccién conllevan a una reduccién de la respuesta
inmune. En el andlisis previo al estudio, se creyé que una menor CAO
corresponde a una mayor tasa de consumo de los compuestos que
configuran la capacidad antioxidante en la orina. En la respuesta del
hospedero frente a la ITU, la produccién de sustancias reactivas al
oxigeno (ROS) es el mecanismo mds importante para eliminar a las
ECUP [31]. Por lo que una menor CAO cuantificada representarfa una
mayor respuesta inmune frente a las ECUP. En el andlisis estadistico de
los resultados de la prueba de ABTS, no se pudo encontrar diferencia
significativa entre los grupos de estudio, bdsicamente por una distorsiéon
de la DS derivada de valores extremos, por lo que hemos teorizado
tres posibilidades. Primero, es posible que el hierro y leucocitos en
la orina fueran interferentes en la prueba de ABTS, reduciendo al
radical ABTS. Segundo, considerando que las bacterias generan, como
mecanismo de defensa, moléculas antioxidantes con las cuales pueden
contrarrestar el efecto de ROS generados por las células inmunitarias.
E. coli posee sistemas enzimdticos que le permiten defenderse de los
efectos del estrés oxidativo (catalasas, superéxido dismutasa, glutation
sintetasa, hidroperdxido reductasa y glutation reductasa); ademds,
de compuestos no enzimaticos, el glutatién reducido, tiorredoxina,
ubiquinona y menaquinona, estando estos dos tltimos asociados a nivel
dela membrana, configuran un gran reservorio para contrarrestar el efecto
de las ROS producidos en su interaccion con las células inmunitarias
[32]. En estudios previos, se ha demostrado que las ECUP con un
sistema de defensa antioxidante mds activo incrementan su capacidad
de colonizacion en la vejiga [33], por lo que podriamos sugerir que la
CAO analizada corresponde no solo a la otorgada por el hospedero,
sino también por las ECUP, lo cual nos podria indicar que parte de
la capacidad de supervivencia de las ECUP se debe a su gran sistema
de defensa antioxidante, fenémeno poco estudiado en ITU. Por otro
lado, consideramos que la PAM residente en CR presenta una dieta
suplementada y que la ingesta de productos, como el ardndano rojo en
jugo (cranberry) y la vitamina C, los cuales tienen un uso extendido en la
prevencion de las ITU [34], contienen una alta capacidad antioxidante
debido a sus componentes fenélicos y capacidad reductora [35].
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Las ECUP pueden dividirse en 7 grupos filogenéticos, designados
como: A, B1,B2, C,D, EyF [36]. En el estudio obtuvimos que el 45,8%
de las ECUP pertenecen al grupo B2. La alta prevalencia del grupo B2 se
debe, a la mayor frecuencia de genes de virulencia en relacién a los demas
grupos clonales, lo que ocasiona una mayor propensién de infeccion en
el tracto urinario. Esto guarda relacién con el alto nivel de dependencia
que presentan los residentes de los centros gerontoldgicos, que potencia
la colonizacién del paciente y el desencadenamiento de la infeccién en el
tracto urinario. Finalmente, como se ha observado en otros estudios, la
elevada frecuencia del grupo B2, coincide con otros estudios realizados

[37].
Conclusiones

En la respuesta inmunometabdlica de los pacientes adultos mayores
con ITU, se evidencia una alta disponibilidad de hierro en la orina, lo
cual estimula la proliferacién bacteriana. Ademas, hay una capacidad
antioxidante incrementada en la orina de los pacientes con I'TU la cual
tiene que ser corroborada con otros métodos, debido a que el hierro y
los leucocitos pueden haber sido interferentes reductores del ABTS*+.
Asimismo, se observd una predominancia en la E.coli - B2. Finalmente, es
importante seguir estudiando la respuesta inmunometabdlica de la PAM
que permitan encontrar factores y/o estrategias que limiten la recurrencia
de ITU en PAM.

Limitaciones

La metodologia de investigacién de tipo transversal no permitié
determinar el estado de la infeccién en los pacientes, lo cual configura
una importante dificultad en el andlisis de los resultados. Por otro
lado, en futuros estudios se deberian ensayar otras metodologias para la
determinacién de la capacidad antioxidante ya que la empleada en este
estudio pudo estar sesgada positivamente por la elevada concentracién de
hierro.
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