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RESUMEN

La prevalencia de genes de virulencia en Escherichia coli uropatégena, es crucial
para entender su patogenicidad y mejorar el manejo de la infeccidén del tracto
urinario en mujeres embarazadas. El objetivo de este estudio fue analizar la
procedencia de urocultivos de las pacientes embarazadas, la edad, el perfil de
susceptibilidad antimicrobiana de los aislados de Escherichia coli en asociacion
de ausencia o presencia de los genes analizados y la prevalencia de los genes
fimH, iutA, papC y cnfl. Se tomaron 97 cepas de Escherichia coli de mujeres
embarazadas. La deteccion de las cepas fue mediante cultivo en agar MacConkey
y se realizaron pruebas bioquimicas para su confirmacién. La prueba de
susceptibilidad se obtuvo mediante el sistema automatizado Vitek2 proporcionado
por el Hospital Materno Infantil en el periodo julio-setiembre de 2022. Los genes
de virulencia fimH, iutA, papC y cnfl se determinaron mediante PCR. Los
resultados sefialan que el 60.8 % de las pacientes, ingresaron por consulta
externa; el 20.6 %, por emergencia y el 18.6 %, por hospitalizacion. En cuanto a
las edades de las pacientes gestantes, se observé que el 47.4 % se encontraba
en el rango de edad de 21 a 30 afos; el 39.2% entre 31 a 40 afos; el 12.4% entre
10 a 20 afios y el 1% entre 41 a 50 afnos. Ademas, se observo la prevalencia de
factores de virulencia fimH, iutA, cnfl y papC, los cuales presentan valores del
64.90 %, 42.3 %, 33 % y 19.6 %, respectivamente. Finalmente los resultados de
la ausencia y presencia de genes de virulencia segun la resistencia
antimicrobiana muestran que para el gen fimH y papC, se evidencié un mayor
numero de muestras con resistencia antimicrobiana para los antibiéticos
trimetoprima/sulfametoxazol y ciprofloxacino y para los aislados que presentaban
el gen iutA y cnfl muestran una mayor resistencia para ciprofloxacino vy
norfloxacino. En conclusion, el gen fimH fue el de mayor prevalencia y se observé
una alta resistencia antimicrobiana a trimetoprima/sulfametoxazol y ciprofloxacino

en pacientes embarazadas.

Palabras claves: Infecciones del tracto urinario, Escherichia coli, fimH. iutA, cnfi,

papC, embarazadas, PCR, susceptibilidad antimicrobiana.
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ABTRACT

The prevalence of virulence genes in uropathogenic Escherichia coli is crucial for
understanding its pathogenicity and improving the management of urinary tract
infections in pregnant women. The objective of this study was to analyze the origin
of urine cultures from pregnant patients, their age, the antimicrobial susceptibility
profile of the Escherichia coli isolates in association with the absence or presence
of the analyzed genes, and the prevalence of the genes fimH, iutA, papC, and
cnf1. A total of 97 Escherichia coli strains were collected from pregnant women.
The detection of the strains was performed through culture on MacConkey agar,
and biochemical tests were conducted for confirmation. The susceptibility testing
was carried out using the automated Vitek2 system provided by the Maternal and
Child Hospital during the period from July to September 2022. The virulence
genes fimH, iutA, papC, and cnfl were determined by PCR.The results indicate
that 60.8% of the patients were admitted through outpatient consultations; 20.6%
through emergency services, and 18.6% through hospitalization. Regarding the
ages of the pregnant patients, it was observed that 47.4% were in the age range of
21 to 30 years; 39.2% were between 31 to 40 years; 12.4% were between 10 to
20 years, and 1% were between 41 to 50 years. Additionally, the prevalence of
virulence factors fimH, iutA, cnf1, and papC was observed, with values of 64.90%,
42.3%, 33%, and 19.6%, respectively.Finally, the results regarding the absence
and presence of virulence genes in relation to antimicrobial resistance show that
for the fimH and papC genes, a higher number of samples exhibited antimicrobial
resistance to trimethoprim/sulfamethoxazole and ciprofloxacin; isolates carrying
the iutA and cnfl genes showed greater resistance to ciprofloxacin and
norfloxacin. In conclusion, the fimH gene had the highest prevalence, and a high
level of antimicrobial resistance to trimethoprim/sulfamethoxazole and

ciprofloxacin was observed in pregnant patients.

Keywords: Urinary tract infections, Escherichia coli, fimH, iutA, cnf1, papC,

pregnant women, PCR, antimicrobial susceptibility
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I. INTRODUCCION

1.1. Situacion problematica

La infeccion del tracto urinario (ITU) es una de las enfermedades
infecciosas mas importantes en el ser humano y es un problema de salud de
consideracion, ya que afecta a millones de personas cada afo. Es la segunda
causa mas comun de infecciones humanas después de las respiratorias’ y
cuando presenta complicaciones se convierte en la causa de muerte de casi 150
millones de personas por afio en todo el mundo?, por lo que significan un alto
costo economico. La anatomia perineal femenina hace que las mujeres sean las
que sufren con mayor frecuencia de este padecimiento, debido a que ellas poseen
una corta distancia entre la uretra distal y el ano. Representan 25 % de las
infecciones en la poblacion y afecta entre 40-50 % de las mujeres en algun punto
de la vida®. Las mujeres embarazadas constituyen un factor de riesgo, ya que
después de la anemia, las infecciones urinarias son la segunda complicacion mas
comun en esta poblacién, con una incidencia aproximada de 5 a 10 %2 esto
debido a que las vias urinarias sufren cambios tanto funcionales como
estructurales durante el embarazo, lo cual las hace un blanco perfecto para la
invasion y posterior proliferacion bacteriana*. Las ITU en el embarazo también
aumentan el riesgo de morbilidad y mortalidad neonatal, ya que puede
presentarse como bacteriuria sintomatica y asintomatica, cistitis aguda o
pielonefritis. Si la bacteriuria asintomatica no es tratada, hasta el 30% de madres
pueden desarrollar pielonefritis aguda, aumentando asi el riesgo de multiples
complicaciones tanto maternas y neonatales, como preeclampsia, parto
prematuro, amenaza de aborto, sepsis, restriccion del crecimiento intrauterino y
bajo peso al nacer>® Un problema comun en las ITU es la recurrencia, incluso en
pacientes sin anormalidades anatémicas o sondas vesicales permanentes’. Entre
50 y 60 % de las mujeres adultas tendran al menos un caso de ITU en su vida® y
20-30 % de peligro de que se repita, sin embargo, las infecciones urinarias
recurrentes tienen una mayor probabilidad de causar colonizacién vaginal debido

a la afinidad incrementada de los uropatdgenos por las células epiteliales®.
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Las cifras exactas de su incidencia son desconocidas en el Peru, pero al
igual que a nivel mundial, son la segunda causa de infeccién, después de los
procesos infecciosos respiratorios™. El agente etiologico mas frecuente,
responsable del 75 a 80 % de casos de ITU en ambos sexos es Escherichia colli’.
Estas cepas son conocidas como Escherichia coli uropatégena que tienen
predileccion por las células del tracto urinario, las cuales son la causa del 85 % de
los casos de cistitis aguda en el hombre™. Diferentes estudios realizados en todo
el mundo han demostrado que estas bacterias que invaden el epitelio de las vias
urinarias son las causantes de ITU de dificil tratamiento, ya que presentan
diversos genes de virulencia que codifican factores con capacidad de colonizar la
mucosa de las vias urinarias, ademas de lesionar e invadir los tejidos del
hospedador, asi como evadir los mecanismos de defensa y provocar una
respuesta inflamatoria por parte del huésped y por ultimo es capaz de pasar del
tracto urinario inferior al superior’”'?. En este estudio se ha considerado investigar
a los genes de virulencia: fimH, papC, iutA y cnfl, debido a que son los que se

reportan con mayor frecuencia™.

1.2 Planteamiento del problema

¢, Cual sera la prevalencia de los genes fimH, papC, iutA y cnfl asociados a
factores de virulencia en cepas de Escherichia coli uropatégena
aisladas de pacientes gestantes atendidas en un Hospital Materno Infantil en

el periodo julio-setiembre del 20227

1.3. Objetivos

1.3.1. Objetivo general

Determinar la prevalencia de los genes asociados a factores de virulencia
en cepas de Escherichia coli uropatdégenas aisladas de pacientes gestantes

atendidas en un Hospital Materno Infantil en el periodo julio-setiembre del 2022.
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1.3.2. Objetivos especificos

> Determinar la frecuencia de los aislados de E. coli uropatégenas
segun servicios de procedencia y edades de las pacientes con
confirmacion de ITU.

> Determinar la prevalencia de los genes fimH, papC, iutA y cnfl
mediante PCR.

> Determinar la ausencia y presencia de genes de virulencia segun la

resistencia antimicrobiana de los aislados de E. coli uropatégenas.

1.4. Importancia y alcance de la investigacion

El presente estudio de la prevalencia de genes asociados a factores de
virulencia de UPEC en cepas de Escherichia coli uropatégena ayudara a la
comprension de su patogenicidad y un manejo adecuado en pacientes gestantes
con ITU™'" Se sabe, que Escherichia colies el principal agente causal de
infecciones del tracto urinario (ITU), y sus factores de virulencia son los
responsables de la gravedad de estas infecciones emergentes'™ En nuestro pais
se cuenta con pocos estudios relacionados con la frecuencia de los factores de
virulencia de Escherichia coli uropatogena'® - '8 19 es por ello que el presente
estudio aportara datos de prevalencia actuales de los principales genes que
codifican factores de virulencia de UPEC y esto servira a determinar cuales son
los mecanismos de virulencia que estan predominando en nuestro pais y que
pueden servir para disefiar nuevas alternativas de tratamiento para el control de
estos microorganismos, especialmente en las poblaciones de riesgo como las

gestantes.

1.5. Limitaciones de la investigacion

Como limitaciones de esta investigacion se puede mencionar que se tiene

como referencia un solo hospital.
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Il. REVISION DE LA LITERATURA

II.1. MARCO TEORICO

11.1.1. Antecedentes Internacionales

Dahwash et al. en el 2021, realizaron una investigacion en el hospital
Al-Kut, Irak, en el cual se analizaron los factores de virulencia, determinandose los
perfiles de resistencia, asi como los grupos filogenéticos en 105 cepas de E. coli
uropatdgena aisladas de orina de mujeres embarazadas que sufrian de ITU. Se
usé PCR multiplex y PCR monoplex para la deteccion de genes de virulencia.
También realizaron la prueba de susceptibilidad a los antibidticos por el método de
difusién en disco con 18 tipos de antibidticos. Los resultados mostraron mayor
resistencia antibiética para Ampicilina (97 %) y menor resistencia para imipenem
(2.7 %). En cuanto a factores de virulencia, se encontraron genes cnf, hly, fimH,
papC, sfa, afa y aer. Concluyeron que los aislamientos presentaban alta
resistencia a los antibioticos y entre los principales genes encontrados se resalta

al gen fimH que estaria implicado en la patogenicidad de esta bacteria®.

Garcia C. et al., en el 2021, en el Servicio de Ginecologia y Obstetricia del
Hospital Civil en Culiacan, Sinaloa, México, investigaron la prevalencia, factores
de virulencia y la resistencia antibiotica de las cepas de E. coli uropatdgena en
mujeres embarazadas. Las cepas fueron identificadas mediante pruebas
bioquimicas convencionales y la busqueda de genes de factores de virulencia por
medio de PCR. También se realizé la prueba de susceptibilidad antimicrobiana por
el método de Kirby-Bauer. En este estudio las ITU presentaron una prevalencia de
32% en mujeres embarazadas y el microorganismo mas prevalente fue E. coli
uropatdégena. En cuanto a la resistencia antibacteriana se observé que 100 % fue
resistente a ampicilina. EI gen con mayor prevalencia fue agn43 (78 %). Por

ultimo, sostuvieron que la principal bacteria asociada a ITU era E. coli
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uropatdgena, la cual posee factores de virulencia y resistencia que dificultan el

tratamiento y conllevan a complicaciones en este tipo de pacientes?’

Ballesteros M, et al., en 2020, realizaron un estudio en Sonora y Puebla
(México), donde determinaron los patrones de susceptibilidad, la produccion de
B-lactamasas de espectro extendido, los genes de virulencia asociados, las islas
de patogenicidad, los grupos filogenéticos y serotipos en cepas de E. coli
uropatdégena aisladas de 150 mujeres embarazadas y no embarazadas.
Determinaron la susceptibilidad a antibioticos y presencia de betalactamasa de
espectro extendido (BLEE) por el método de Kirby-Bauer. Se determiné por PCR
multiplex los genes de virulencia, las islas de patogenicidad y los grupos
filogenéticos. La serotipificacion de las cepas se realiz6 mediante un ensayo de
aglutinacion 92.7 % de las cepas UPEC mostraron multidrogorresistencia, el 6.7
% extremadamente resistente y 0.6 % pandrogorresistente. Se determind que la
resistencia mas alta fue para los antibiéticos B-lactamicos (> 72 % para ambos
estados) y 44.5 % de las cepas UPEC fueron positivos a BLEE. En cuanto a los
genes de virulencia se encontraron principalmente fimH, iucD e iha. En cuanto a
la region se puede observar que los aislados del estado de Puebla presentd un
gran porcentaje de genes que estaban asociados a ITU superior. Se encontraron
PAI (Pathogenicity Islands) en 51 % en cepas de Sonora y 68 % de las cepas de
Puebla. Los serotipos encontrados fueron diversos y pertenecieron a los
filogrupos A, B2 y C. Las cepas de E. coli Uropatogena analizadas en este estudio
son multidrogoresistentes, asociadas a ITU superiores y con diversidad serotipica
y filogenética, por ello es importante desarrollar nuevas estrategias de

tratamiento?®

Saba J., 2020, en el Hospital Universitario Al Batoul en Baquba, Irak, en el
cual se aislaron e identificaron E.coli en pacientes embarazadas y no
embarazadas con ITU, se realizd la deteccion molecular de los factores de
virulencia de E. coli. La identificacion se realiz6 en medios selectivos agar
MacConkey, agar EMB, agar sangre y tincion Gram. La prueba de susceptibilidad
antimicrobiana fue realizada con 10 tipos de antibiéticos, usando el sistema

VITEK2. Posteriormente se realizd la extraccion del ADN para finalmente
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determinar los factores de virulencia mediante la prueba de PCR. E. coli presento
resistencia a diferentes tipos de antibidticos, donde el de mayor prevalencia fue
piperacilina (84.38 %). En cuanto a la deteccién molecular de genes de factores
de virulencia, observaron la mayor prevalencia en mujeres embarazadas con los
genes fimH, papC, hlyA, sfaS, iutA, ibeA y los genes fimH, papC, hlyA, sfaS, iutA,

ibeA en mujeres no embarazadas®

Bravata J., et al., 2019, en México. Determinaron la distribucion de genes
de resistencia y virulencia en cepas de Escherichia coli Uropatdogena y comensal
en 107 cepas, aisladas de pacientes hospitalizados y ambulatorios. Usaron
ensayos de PCR y una prueba antimicrobiana en medio sélido. Los resultados en
cuanto a la genotipificacion muestran que el grupo B2 (42.05 %) fue el mas
predominante. La frecuencia de genes fue fimH (85.98 %), iutA (63.55 %), traT
(61.68 %), papC(33.64 %)y cnfl ( 14.02 %). Los genes de resistencia fueron:
blaCTX-M (41/38.32 %), blaOXA (49/45.79 %) y blaSHV (2/1.87 %). Finalmente
concluyeron que Escherichia coli uropatdgena posee los elementos genéticos de
virulencia como de resistencia, para ser capaz de producir Infecciones del tracto

urinario en la poblacién mexicana®*

11.1.2. Antecedentes Nacionales

Gonzalez et al., en el 2020, desarrollaron la investigacion de la respuesta
inmunoldgica y bioquimica de los ancianos con ITU por Escherichia coli y
analizaron 24 muestras de orina provenientes de centros de reposo
gerontolégicos. Determinaron la concentracion de hierro, TNF-a, IL-1B 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
Gll. Concluyeron que los adultos mayores con ITU por E. coli portadoras del gen

pap GlI, presentaron mayor dafio tisular®

Aliaga R. y Cieza Y., en el 2020, caracterizaron molecularmente cepas de
E.coli aisladas de 36 muestras de orina en pacientes que padecieron ITU

atendidos en el Centro de EsSalud Il Cajamarca. Se reporté para el gen usp
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21.4%, para el gen fimH en 100%, gen hlyA (64.28 %), gen iutA (92.85 %), gen
kpsMTII (64.28 %), y respecto al gen sfa/foc en 35.71% de muestras aisladas. En
conclusién, se identific6 molecularmente los genes asociados a virulencia en las

cepas aisladas de E. coli'®

Huayanca A. y Paniagua C. en el afio 2018, realizaron el aislamiento de
100 cepas de E. coli recolectadas de muestras de orina de pacientes con
infecciones del tracto urinario del Hospital Cayetano Heredia durante noviembre a
diciembre del 2017 con el objetivo de determinar la incidencia de cepas de
Escherichia coli formadoras de biopeliculas y resistentes a antibiéticos. Para la
caracterizacion molecular, se realiz6 un PCR convencional para el gen usp y un
PCR multiplex para los genes fimH, hlyA, agn 43, electroforesis y prueba de
susceptibilidad antimicrobiana mediante difusién de discos. Se obtuvo como
resultados que el 48 % de las cepas de E. coli fueron formadoras de biopeliculas.
Se encontro las cepas de E.coli formadoras de biopeliculas tuvieron el gen Agn 43
(56,45 %) y el gen FimH (98,38 %) y en cuanto a los resultados de
susceptibilidad antimicrobiana se encontré que E. coli formadora de biopelicula

presentaba una mayor resistencia a fluoroquinolonas'”

Matta J. en el afo 2018, realiz6 el estudio de 75 aislados de Escherichia
coli aisladas de urocultivos productoras de BLEE durante el periodo Octubre —
Diciembre del 2012 preservadas en el Instituto de Medicina Tropical “Daniel
Alcides Carrion”, usando PCR convencional. Reportaron la frecuencia de los
genes de las adhesinas fimH en 98.6 % y afa 8 % en dichas cepas. Se concluyo
que los genes fimH presentaron mas alta frecuencia, al contrario de la baja

frecuencia para el gen afa®®

Palma N., et al., en el afio 2016, analizaron los factores de virulencia y
produccion de BLEE en Escherichia coli causantes de bacteriemia en nifios
menores de cinco afos de edad, donde se evalu6 BLEE de 65 muestras. Se
realizaron hemocultivos y los mas frecuentes fueron fimA (89.2 %), iutA (83.1 %),
agn43 (72.3 %), iucA (67.7 %) y fyuA (49.2 %). Hallaron altos niveles de virulencia
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de E. coli causantes de bacteriemia, y en aquellos que causan bacteriemia

neonatal en un inicio temprano son de especial preocupacion®

Corahua L., 2009, recolectaron 52 cepas de Escherichia coli uropatégenas
en casos de mujeres diagnosticadas con la ITU durante el periodo de agosto del
2006 a agosto del 2007, del centro Policlinico Parroquial Nuestra Senora de la
Paz, distrito de Comas. Se realizaron pruebas bioquimicas, susceptibilidad
antimicrobiana, identificacion del gen pap mediante PCR. Los resultados

mostraron que 61.5 % de las cepas presentaron el gen pap'®

Garcia D. et al., 2009, evaluaron 139 cepas de E.coli aisladas de orina de
pacientes (mujeres, varones y nifios) que presentaban problemas de ITU y
diagnosticados en el Hospital IV “Victor Lazarte Echegaray - EsSalud - Trujillo
durante los meses de abril a agosto del 2009. Los resultados evidenciaron 48.9
%, productores de la enzima betalactamasa clasica y 13.7 % de BLEE.
Finalmente se concluye que existe una alta frecuencia de bacterias productoras

de B-lactamasa clasica y de espectro ampliado?”

11.2. Bases teoricas

I1.2.1. Escherichia coli

Se describe como “bacilo Gram negativo de la familia Enterobacteriaceae,
dominio Bacteria, filo Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria, y orden
Enterobacteriales” Es un microorganismo ubicuo, aerobio y anaerobio
facultativo, mesofilo, movil o inmaovil y no esporulado, fermenta glucosa y diversos
azucares, reduce nitratos a nitritos, es catalasa positiva, negativo para oxidasa,
indol positivo y ureasa negativo. Crece en agar MacConkey y en medios simples
que contengan agregado de cloruro de sodio® En el ser humano, se encuentra
principalmente en el intestino formando parte de su microbiota normal, siendo

algunos serotipos patégenos'’
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1.2.2. Grupos filogenéticos

Los hallazgos gendmicos y los datos de secuencia de locus multiples nos
ayudan a la mejor comprensién de la estructura de los filogrupos de Escherichia
coli. Actualmente se conocen 8 grupos filogenéticos, divididos de la siguiente
manera: siete de ellos pertenecen a Escherichia coli sensu estricto (A, B1, B2, C,
D, E, F) y uno que pertenece al cripto clado | de Escherichia coli. Por otra parte,
estudios que se basaron en tipificacién filogenética demuestran que Escherichia
coli Uropatégena se clasifica en cuatro principales grupos filogenéticos que son:
A, B1,B2y D*

1.2.3. Patotipos

En la actualidad se conoce que las cepas de Escherichia coli que son
patdbgenas en humanos, pueden ser tanto intestinales como extraintestinales.
Dentro de las cepas de Escherichia coli intestinal o diarreogenicas (DEC) se
puede indentificar 6 patotipos: E. coli enteropatégena (EPEC), E. coli productora
de toxina shiga, verotoxigenica o enterohemorragica (STEC/VTEC/EHEC), E. coli
enterotoxigenica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva
(EIEC), E. coli con adherencia difusa (DAEC). En cuanto a las cepas
extraintestinales (EXPEC), encontramos: E. coli Uropatégena (UPEC) causante
de infecciones urinarias, E. coli asociada a sepsis y meningitis (MNEC) y E. coli
adherente invasiva (AIEC) que es frecuentemente aislada de pacientes con

enfermedad de Crohn®'

I.2.4. Escherichia coli Uropatégena (UPEC)

Una de las E. coli extraintestinales que esta asociada principalmente a
infecciones en humanos, es Escherichia coli Uropatégena (UPEC), que aprovecha
tanto el comportamiento del hospedero como su susceptibilidad para colonizarlo,

usando distintos factores de virulencia que le permiten instalarse en el tracto
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urinario”™ Dentro de estos encontramos fimbrias, flagelo, toxinas, receptores de
hierro, adhesinas afimbriales y mecanismos para evadir la respuesta inmune. Los
flagelos y las adhesiones fimbriales asi como las afimbriales son estructuras
importantes para la UPEC, debido a que facilitan el ascenso a los rifiones y evitan

que la bacteria sea arrastrada fuera del tracto urinario por el flujo de la orina®

11.2.5. Metabolismo

Escherichia coli Uropatégena adapta su metabolismo a microambientes
particulares dentro del tracto urinario para poder vivir en la orina y células del
urotelio® La proliferacion bacteriana en el tracto urinario también se facilita por
algunos factores metabdlicos mas estudiados como el hierro, la cobalamina y los
aminoacidos. Es asi que para que las bacterias patégenas logren sobrevivir en un
ambiente tan limitado como es el tracto urinario, realizan la expresion génica de
proteinas que estan encargadas del metabolismo de nutrientes. Uno de los
elementos mas importantes en el proceso de una ITU, es el hierro, por tal motivo
las bacterias cuentan hasta con tres sistemas de absorcién de hierro los cuales

son: sideroforos, hemdforos y la captacion directa de hierro en su estado ferroso®

11.2.6. Factores de virulencia

Los factores de virulencia que son codificados por las cepas de UPEC
permiten que la bacteria colonice el tracto urinario y persista frente a las defensas
efectivas del huésped. UPEC tienen una alta diversidad genética porque tienen
genes de virulencia especializados que se encuentran en islas de patogenicidad,
plasmidos y transposones. Dentro de los factores de virulencia con mayor
importancia para producir infecciones urinarias encontramos los que estan
asociados con la superficie de la célula bacteriana, como adhesinas e invasinas y
los que se secretan y exportan al sitio de accion, como toxinas y sistemas de
sideréforos.

Los factores de virulencia que estan asociados con la superficie de la

célula bacteriana son los de adhesion, especialmente las fimbrias. Los principales
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tipos de fimbrias son: la fimbria tipo 1, tipo P, tipo S y F1C. También estan las
adhesinas fimbriales Dr, asi como adhesinas afimbriales Afa.>** Entre los factores
de virulencia involucrados con la secrecidon y exportacion al sitio de accion,
tenemos por un lado a las toxinas, que facilitan la propagacion bacteriana a los
tejidos mas profundos causando una respuesta inflamatoria y alterando asi la
integridad celular. Dentro de las mas importantes estan las lipoproteinas:
a-hemolisina (HIyA) y el factor de necrosis citotoxica 1 (CNF1). El principal
componente de la pared celular, que incluye lipopolisacarido (LPS), antigeno O y
K, actua como una endotoxina que contribuye a la supresion del sistema
inmunitario del huésped. Dado que el hierro es escaso en el tracto urinario, las
bacterias desarrollan proteinas especificas para la adquisicion de este elemento
para sobrevivir en dicho entorno. Las cepas UPEC estan especialmente
adaptadas con sistemas que les permiten sintetizar y captar sideréforos como la
enterobactina, aerobactina, yersiniabactina y salmoquelina. Estos sider6foros son
luego transportados al citoplasma bacteriano mediante el sistema Sit (proteinas

transportadoras de siderdforo-hierro, SitABCD)*

1.2.6.1. Factores de virulencia asociados a la superficie bacteriana

1.2.6.1.1. Fimbria tipo 1

La fimbria tipo 1 es considerada un factor de virulencia de mayor
importancia en Escherichia coli uropatégena, debido a que es responsable de la
patogenicidad bacteriana y la formacion de biopeliculas®” El paso crucial para el
establecimiento y la progresion de una infeccién, es la capacidad de la bacteria de
adherirse, que es conferida principalmente por la fimbria tipo 1°® que esta
constituida en su extremo distal por fimH, que es una proteina de
aproximadamente 300 aminoacidos y que es codificada por el gen fimH*® FimH
tiene la capacidad de mediar la union de UPEC con las células epiteliales de la
vejiga, la cual se da por la union a las uroplaquinas, integrinas a3p1, y al receptor
TLR4, que estan presentes en todas estas células. FimH también estaria

involucrado en la internalizacion de UPEC mediante endocitosis, la cual es
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iniciada por la activacion de una cascada de sefalizaciéon que activa las Rho
GTPasas, que produce un reordenamiento de los filamentos de actina en las

células epiteliales y de esta manera permite la entrada de UPEC*

aPap b Fim

PapG (1)

¢ FimH (1)

PapH (1) FimC (1)

PapD (1)

Figura 1. Estructura esquematica de los organulos fimbriales tipo 1 y fimbriales P en
UPEC*

11.2.6.1.2. Fimbria P

Las fimbrias P se encuentran presentes a menudo en cepas de UPEC que
causan pielonefritis. Esta codificada por un grupo de 11 genes pap localizados en
islas de patogenicidad en el cromosoma bacteriano*® Estructuralmente esta
constituida por el fibrilo de la punta que consta de varias subunidades: adhesina
papG, seguido de papF, unidades repetidas de papE y papK que se encarga de
unir al fibrilo de la punta con el resto de la estructura del pilus. La principal unidad
estructural del bastén del pilus esta formada por multiples copias de papA. Unida
a la region citoplasmatica, se encuentra la chaperona papD, que ayuda a los
pliegues de Ig truncados C- terminal de la subunidad terminal a formar complejos
binarios estables de chaperona-subunidad. Estos complejos luego son reclutados
a la membrana externa por el usher papC y todo el pilus queda asi ensamblado
por la via chaperona-usher. La globotriacilceramida (GbO 3) es el receptor para
PapG, que ayuda a las bacterias a colonizar la superficie de las células epiteliales

del rifidn humano*'
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11.2.6.1.3. FimbriaSyF1C

Las fimbrias S y F1C se asocian con la propagacion de infecciones
urinarias ascendentes, meningitis y sepsis. Estas fimbrias muestran un alto grado
de homologia entre ellas, pero que difieren en la especificidad del receptor. Se
unen a las células epiteliales y endoteliales del tracto urinario inferior y del rindon*?
Las fimbrias S se unen a epitopos de acido sialico presentes en las lipoproteinas
sialiladas renales. La fimbria F1C se observa principalmente en cepas de
pacientes con pielonefritis y cistitis que en cepas de heces utilizadas como

controles®®

11.2.6.1.4. Adesina Dr

La familia de las adhesinas Dr parece ser el tercer grupo de factores de
colonizacion observado con mayor frecuencia, después de la fimbria P y fimbria
tipo 1*' Estas adhesinas se unen al colageno tipo IV y al DAF (Decay-accelerating
factor) en el rifidn, lo que ocasiona una pielonefritis cronica** Se reporta que E.
coli con fimbrias Dr se mantuvo en el tejido renal y este se asocié con una nefritis
tubulointersticial significativa, en tanto que una mutante de E. coli sin fimbrias Dr
se eliminé progresivamente del tejido renal y mostrd una patologia

significativamente menor*®

11.2.6.1.5. Adhesinas afimbriales Afa

La adhesina afa tiene una frecuencia que no supera el 40 % en las UPEC,
pero es un elemento clave para el desarrollo de infecciones en nifos vy
embarazadas por su capacidad de ocasionar complicaciones*® Esta codificado

por un grupo de cinco genes: afaC, afaB, afaD, afak y afaA. De estos, solo afaB,
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afaC y afaE son responsables de la expresion de adhesinas y la adherencia a las

células epiteliales*”

1.2.6.2. Factores de virulencia involucrados con la secreciéon y

exportacion al sitio de accién

1.2.6.2.1. Alfa hemolisina (HIyA)

El factor de virulencia mas importante secretado por UPEC y asociado con
la pielonefritis es una toxina lipoproteica secretada, denominada a-hemolisina (Hly
A), que es capaz de alterar las células nucleadas del huésped mediante la
formacion de poros, facilitando asi la liberacion de hierro y nutrientes que son
esenciales para el crecimiento bacteriano®® El operdén hly CABD determina la
sintesis, maduracion y secrecion de Hly A. Esta toxina posee dos dominios, uno
es el dominio N-terminal, y el otro es de union al calcio, ademas muestra una
doble actividad que va a depender de la concentracion: por un lado, si se
encuentra a concentraciones altas va a provocar la lisis de hematies y células
nucleadas del huésped, por otro lado, a bajas concentraciones, induce a la
apoptosis de células inmunitarias como neutréfilos y linfocitos, asi como también
la muerte de células renales y provocar la exfoliacion de células epiteliales en la

vejiga*+*®

1.2.6.2.2. Factor necrotizante citotéxico (cnf1)

El factor necrotizante citotdéxico es una toxina que se encuentra asociada a
Escherichia coli Uropatégena. CNF1 se encuentra codificado en el cromosoma
bacteriano y se une a su receptor celular, posteriormente es endocitado y llevado
al citosol, donde activa la via de las Rho GTPasas, induciendo cambios celulares
basado en reordenamientos del citoesqueleto de actina. EI mecanismo por el cual

se regula la expresion génica, endo y exocitosis, la proliferacion celular y la
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apoptosis, se da por la alteracion de las vias de senalizacion que activan

cascadas de cinasas*®

1.2.6.2.3. Toxina autotransportadora (sat)

La toxina autotransportadora (sat) es otro factor de virulencia de
Escherichia coli Uropatégena, la cual es clasificada como toxina. Es un
autotransportador de serina proteasa, que posee actividad citotdéxica en células
vesicales y renales. También puede causar dafio glomerular, debido a que es una
toxina formadora de poros y de esta manera puede provocar que los gldébulos

rojos sean filtrados en la orina®

1.2.6.3. Sistemas para la captacion de hierro

Se detectaron 4 tipos de sideroforos en Escherichia coli uropatdégena que
se dividen segun su estructura quimica en sideréforos catecolatos: enterobactina
y salmoquelina; y los sideroforos de tipo hidroxamato: aerobactina y
yersiniobactina*® La enterobactina se distribuye en las cepas de Escherichia coll,
en tanto que la produccidn de yersiniabactina, salmoquelina y aerobactina se

enfoca en Escherichia coli uropatégena®

11.2.6.3.1. Enterobactina

La enterobactina es un tricacolatosideréforo®® debido a que posee tres
anillos de catecol que le otorgan mayor afinidad de unién por Fe3+* Este
sideréforo tiene como receptor a FeaA y esta expresado principalmente por cepas

patdgenas y comensales y esta codificado por los genes ent, fep y fes*®

1.2.6.3.2. Aerobactina (iutA)
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La aerobactina es un siderdéforo de tipo hidroxamato® que se encuentra
presente en la mayoria de cepas de Escherichia coli uropatégena y es uno de los
sideréforos encargados del secuestro de hierro en una infeccion del tracto
urinario® Por otro lado, el operon aerobactina esta conformado por cinco genes,
de los cuales iucABCD es un grupo de 4 genes que estan relacionados con la
biosintesis de aerobactina e iutA que es el gen encargado de codificar la proteina

receptora de la membrana externa®®

11.2.6.3.3. Salmoquelina

La salmoquelina es producida por especies de Salmonella y algunas cepas
de UPEC®" Es la variante glicosilada de enterobactina *® y esta codificado en el

cluster genético iroBCDEN>®

11.2.6.3.4. Yersiniobactina

Es un sideroforo del grupo de los fenolatos cuyo receptor es FyuA® Los
genes del sistema Ybt estan codificados en una compleja isla de patogenicidad de
multiples operones conocida como isla de alta patogenicidad. Yersiniabactina es
estructuralmente distinto de enterobactina y aerobactina. Estudios de la via de
absorcion del Ybt indican que la UPEC puede reciclar completamente el Ybt,
separando de forma no destructiva el Ybt de su carga metalica y devolviendo el
Ybt liberado al espacio extracelular, donde puede sufrir rondas adicionales de

entrega de metal®*

1.2.7. Patogénesis

Escherichia coli proveniente del tracto intestinal con niveles bajos de
oxigeno y un microbioma diverso, colonizara en primer lugar y de forma
asintomatica, la mucosa vaginal, que posee un microbioma distinto y niveles de

oxigeno variables. Posteriormente, va ascendiendo por la uretra hasta llegar a la
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vejiga y esto resulta en la deteccion de bacterias en la orina. Esta etapa puede ser
asintomatica o sintomatica, donde la etapa sintomatica se denominara cistitis. En
un grupo de los pacientes donde Escherichia coli uropatégena llegé a la vejiga, se
mostré que ésta sigue ascendiendo hasta llegar a los riflones, produciendo asi la
infeccion renal, la cual es una infeccion mas grave, pudiendo diseminarse hacia la

sangre®*

11.2.8. Resistencia

La resistencia a los antibiéticos, segun la Organizacién Mundial de la Salud
(OMS), es un problema global que se atribuye al uso inadecuado y excesivo de
antibioticos. Esta resistencia conlleva un aumento en las tasas de morbilidad y
mortalidad, asi como mayores costos y la prolongacién de las enfermedades
infecciosas.

Los principales mecanismos que presentan las bacterias para enfrentar los
antibidticos incluyen:

- Eliminaciéon activa de los antibiéticos mediante bombas de extrusién de
membrana: que son sistemas generalmente de tres componentes que
permiten a las bacterias importar sustancias necesarias para su desarrollo
y eliminar sustancias toxicas

- Hidrdlisis enzimatica: existen muchas enzimas bacterianas que pueden
hidrolizar o modificar un antibiético de manera que éste no pueda llegar en
forma activa a su blanco de accién

- Modificacion de las dianas de los antibidticos: las bacterias pueden alterar
el sitio blanco donde se fija y actua el antibidtico, lo que impide que
interrumpa una funcioén vital de la bacteria.

También existen otras formas en la que la bacteria puede defenderse frente a los

antibioticos, dichos mecanismos se muestran en la figura 2°°
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Figura 2. Mecanismos de resistencia bacterianos mas comunes frente los agentes
microbianos: (I) inhibicién o reduccion en la aceptacién del antibiotico, (1)}
eliminacion activa de los antibiéticos por bombas de extrusion de membrana, (lll)
mutacion o alteracién de la diana del antibiético, (IV) inactivacion y degradacion de los

antibiéticos mediante enzimas y (V) modificacion de los antibiéticos mediante enzimas®

11.2.9. Caracterizacion molecular

11.2.9.1. Técnicas moleculares

Las técnicas de biologia molecular sirven para analizar acidos nucleicos y
para detectar, e identificar tanto microorganismos, como diferentes genotipos
dentro de una misma especie y genes de resistencia al tratamiento farmacoldgico.

Todas estas técnicas necesitan un paso previo de extraccion de ADN o ARN®"

11.2.9.2. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN es un paso fundamental en la biologia molecular, y
los métodos de extraccion se caracterizan por la lisis celular, la inactivacion de
enzimas nucleasas y la separacion de los acidos nucleicos de otros restos

celulares. Estos métodos pueden ser de diferentes tipos, como la rotura mecanica
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(trituracion, lisis hipotonica), el tratamiento quimico (detergentes, agentes
caotropicos, reduccion con tioles) o la digestidon enzimatica (proteinasa K). La
extraccion de ADN se realiza para obtener moléculas aisladas con alto grado de
pureza, y existen diversos métodos conocidos para extraer ADN de diferentes
sustratos, como la sangre, la saliva, la orina, entre otros. La eleccidn del método
de extraccion de ADN depende de varios factores, como el tipo de muestra, la
cantidad de ADN requerida y la técnica posterior con la que se trabajara. Los
métodos de purificacion del ADN, como la extraccion/precipitacion, la
ultrafiltracién, la cromatografia, la centrifugacion y la separacion por afinidad, son
fundamentales para obtener muestras de ADN de alta calidad y pureza, lo cual es
esencial para el éxito de los procesos moleculares subsiguientes. La extraccion
de ADN es un paso crucial en los diagndsticos moleculares, y la eleccion del
método de extraccion adecuado puede influir significativamente en la calidad y la
cantidad del ADN obtenido®

1.2.9.2.1. Extraccion de ADN por el método de ebullicion

Actualmente, los procedimientos usados para extraccion y purificacion de
ADN, en especial los métodos comerciales, son costosos, laboriosos y necesitan
una gran cantidad de reactivos y equipos, es por ello que los métodos que usan
calor para la extraccién de ADN bacteriano, minimizan el tiempo y la necesidad de
reactivos sin afectar la calidad del ADN extraido y la productividad del proceso
molecular posterior. Como ya es conocido, la exposicion a altas temperaturas
puede causar dafo a las paredes y membranas celulares. Estudios anteriores
muestran que calentar material bacteriano suspendido en agua a 94 °C durante

dos minutos, es suficiente para desnaturalizar las paredes celulares®

11.2.9.3. Reaccidén en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de
laboratorio utilizada para amplificar secuencias de ADN. El fundamento de esta

técnica es la sintesis de ADN que esta dirigida por cebadores de oligonucledtidos
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y por la enzima ADN polimerasa. Los cebadores, que son fragmentos de ADN, se
unen al ADN que se requiere amplificar por el extremo 3'. La ADN polimerasa es
la enzima encargada de sintetizar el nuevo ADN utilizando como materia prima los
nucleodtidos. El principal parametro que usa la PCR es la temperatura, donde se
realiza una serie de ciclos de temperatura, de tal manera que ésta se va
incrementando para separar las cadenas de ADN objetivo. Posteriormente los
cebadores se unen a las cadenas de ADN separadas para que la ADN polimerasa
pueda unirse y sintetizar un ADN nuevo. La especificidad y sensibilidad de esta
técnica es muy alta, ya que puede detectar incluso pequenas cantidades de ADN
y distingue entre secuencias de ADN similares. El uso de esta técnica también
estd enfocado en detectar genes de virulencia que ocasionan algunas
enfermedades, asi como determinar la resistencia a antimicrobianos, es muy
usada de forma rutinaria en la clonaciéon de ADN, diagnodstico médico, analisis
forense de ADN y presenta multiples aplicaciones en la investigacién y la

practica®

1.2.9.4. Electroforesis en gel de agarosa

La técnica mas eficaz para separar segmentos de ADN de diversos
tamanos, que van desde 100 pares de bases hasta 25 kilobases, implica el uso de
electroforesis en gel de agarosa. Este gel estda compuesto por unidades repetidas
de agarobiosa, que consisten en L-galactosa y D-galactosa. Durante Ila
gelificacion, los polimeros de agarosa se unen de manera no covalente para
formar una red de haces, cuyos poros determinan las propiedades de tamizado

molecular del gel®*

11.3. Glosario de términos en biologia molecular

1.3.1. Integrén
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Son componentes genéticos bacterianos que tienen la habilidad de

modificar, adquirir y activar casetes de genes moviles®

11.3.2. Operén

Son una serie de genes que se coordinan entre si, desempefiando
funciones similares, interviniendo en rutas metabodlicas compartidas y teniendo la

capacidad de regular su propia actividad®®

1.3.3. Islas de patogenicidad

Son porciones de ADN bacteriano que son adquiridos en bloque desde una

fuente externa y que llevan uno o varios genes relacionados con la virulencia®”

1.3.4. Filogrupo

Un filogrupo es un grupo de organismos que comparten un ancestro

comun®®

11.3.5. Sideroforos

Los sideroforos son moléculas de pequefo tamafio molecular que
muestran una alta afinidad por el hierro y son producidos por una variedad de
microorganismos, incluyendo bacterias, hongos, y ciertas plantas, con el propdésito

de adquirir hierro del entorno®.

1.3.6. Uropatégeno
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Se denomina uropatdégeno a los microorganismos capaces de causar
enfermedades del tracto urinario y soslayar los mecanismos de defensa del

huésped™.

. HIPOTESIS Y VARIABLES

1. Hipotesis

Los genes de virulencia fimH, papC, iutA y cnfl que se asocian a factores
de virulencia, son prevalentes en cepas de Escherichia coli uropatdgena aisladas

de pacientes gestantes atendidas en un Hospital Materno Infantil en el periodo
julio-setiembre del 2022.

11.2. Variables

Escherichia coli uropatogena

l.3.

Operacionalizacion de variables

VARIABLE(S) TIPODE CONCEPTUA  DEFINICION DIMENSIONES INDICADOR UNIDAD
VARIABLE L DEFINICION OPERACIONAL DE
MEDIDA
Gen fimH Tamanio de
banda para
el gen fimH
508
Escherichi | Nominal | Escherichi | Escherichia N Presenci
] ] ) gen cnfl Tamano de
a coli a coli coli ao
] ] ] banda para ,
uropatoge uropatoge | uropatogena ausencia
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na naes la aislada de el gencnfl |de las
(UPEC) especie orina de 498 bandas
bacteriana | pacientes electrofo
o gen iutA Tamano de o
principal de un réticas
. banda para
responsabl hospital
el gen iutA
e de Materno
. : . 300
infeccione Infantil
s del tracto gen papC Tamario de
urinario”" banda para
el gen
papC 200
Perfil de
sensibilidad a -
antibioticos
IV. MATERIALES Y METODOS
IV.1. Recoleccion de muestras
Se recolectaron del Laboratorio de Microbiologia del Hospital San

Bartolomé de Lima - Peru, 97 cepas de Escherichia coli uropatdgenas
provenientes de muestras de orina de mujeres gestantes, entre los meses de

julio-setiembre del 2022.

IV.2. Area de estudio

Laboratorio de Microbiologia del Instituto de Investigacion en Quimica
Clinica, Microbiologia y Biotecnologia “Marco A. Garrido Malo” de la Facultad de

Farmacia y Bioquimica de la UNMSM.
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IV.3. Diseno metodolégico

IV.3.1. Diseino de investigacion

Observacional, descriptivo, transversal.

1V.3.2. Poblacién

Todas las cepas de Escherichia coli aisladas de urocultivos del Hospital
San Bartolomé durante el 2022.

El presente estudio se aprobé por el Comité de Investigacion del
HONADOMANI San Bartolomé y el Comité Institucional de Etica en Investigacion,
aprueban de manera expedita el proyecto de Investigacion con Expediente N°
11258-22.

IV.3.3. Muestra

Todas las cepas de Escherichia coli aisladas de urocultivos del Hospital

San Bartolomé en el periodo julio — setiembre del 2022.

IV.3.3.1 Criterios de inclusion

- Una cepa aislada por paciente.

- Cepas provenientes de urocultivos.

1V.3.3.2. Criterios de exclusion

- Cepas aisladas por segunda o tercera vez en el mismo paciente.

- Cepas provenientes de infecciones de pacientes pediatricos
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V.

TECNICAS E INSTRUMENTOS DE RECOLECCION DE

INFORMACION

V.1. Procedimientos

V.1.1. Recoleccioén de cepas

La recoleccion de las muestras de orina se realizd en crioviales con agar
tripticasa de soya (TSA) del Laboratorio de Microbiologia del Hospital San
Bartolomé, entre los meses de julio a setiembre del 2022, y se tuvo acceso a la
edad del paciente y el area donde fue atendido, asi como la informacion de la
susceptibilidad a antimicrobianos realizado mediante el equipo automatizado Vitek
2.

V.1.2 Identificacion bioquimica

La confirmacién de las cepas fue mediante cultivo en agar MacConkey, y
se confirmaron mediante pruebas bioquimicas, entre ellas: prueba de MIO, rojo de

metilo, agar TSI y agar citrato de Simmons™.

V.1.3. Extraccion de ADN

La extraccion de ADN se realiz6 mediante el método de shock térmico
descrito por Holmes y Quigley. A partir de cultivos frescos, se hierven durante 10
minutos a 100°C. Mediante la centrifugacion se elimina el coagulo insoluble de

ADN vy restos a baja velocidad. Recuperamos el ADN del sobrenadante”
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V.1.4. PCR multiplex para genes de virulencia

Se utilizé6 una PCR multiplex para los genes fimH, papC, iutA'y cnf1. Los

oligonucledtidos™ ™ utilizados se muestran en la tabla 1. La mezcla de reaccion se

realizé6 en un volumen total de 25 pL conteniendo 2ul de ADN, 4mM de MgCl,,
0.08 mM de cada uno de los 4 dNTPs, 0.6 uM de cada oligonucleétido y 2.5 U de
Taq polimerasa (5 U/ Ul). La preparacion del PCR multiplex, en un tubo Eppendorf

se afiadié respectivamente: agua para PCR, buffer 10x (Geneon®), MgCl, 10x
(Invitrogen®), dNTPs, fimH 1, fimH 2, cnf1, cnf2, iutA1, iutA2, papC1, papC2 de la

marca Invitrogen® y Taq polimerasa (Promega®). Se tomaron tubos eppendorf de

0.2mL para agregar y homogeneizar en cada uno de ellos 23 yL de PCR multiplex

y 2 ul de ADN de cada muestra.

Tabla 1. Primers empleados en la identificacion de genes de factores de virulencia

en cepas de E. coli uropatogena.

PRIMER SECUENCIA TAMANO DE LOS
PRODUCTOS

fimH-1 5-TGCAGAACGGATAAGCCGTGG

508 pb
fimH-2 5-GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA
cnf-1 5-AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG

498 pb
cnf-2 5-CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT
iutA-1 5-GGCTGGACATCATGGGAACTGG

300 pb
iutA-2 5-CGTCGGGAACGGGTAGAATCG
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papC-1 | 5-GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA 200 pb

papC-2 5’-ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA

Fuente: Johnson 7y Miranda "

Luego se procedio a la amplificacion segun las condiciones mostradas en la tabla 2.

Tabla 2. Condiciones de amplificacion de la PCR multiplex para los genes

codificantes de factores de virulencia en cepas de Escherichia coli uropatogenas.

PROCESO CICLOS | TEMPERATURA TIEMPO
Desnaturalizacion Inicial 1 94 °C 5 minutos
Desnaturalizacion 94 °C 30 segundos
Alineacion 25 63 °C 30 segundos
Amplificacién 68 °C 3 minutos
Elongacion final 1 72 °C 10 minutos

Fuente: Johnson 7y Miranda "

En el caso de los genes fimH y cnf1, el tamano de la banda es similar; por lo que,
cuando se evidencié una banda de un tamafio aproximado, se procedidé a
amplificar mediante PCR simple para confirmar la presencia de uno de los genes

o0 ambos. Para ello se utilizaron las condiciones indicadas en la tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de amplificacion de la PCR simple para los genes fimh y cnf

codificantes de factores de virulencia en cepas de Escherichia coli uropatogenas.

PROCESO CICLOS | TEMPERATURA TIEMPO

Desnaturalizacion Inicial 1 94 °C 3 minutos
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Desnaturalizacion 94 °C 1 minuto
Alineacion 30 63 °C 1 minuto
Amplificaciéon 72°C 1 minutos
Elongacioén final 1 72 °C 7 minutos

Fuente: Johnson "y Miranda "

V.1.5. Electroforesis para visualizacién de amplicones obtenidos

Para la visualizacidn de los amplicones obtenidos, se analizé6 mediante la
electroforesis en gel agarosa 1.5 %. La corrida electroforética de las muestras fue

a un voltaje de 90 V durante 45 minutos™.

V.1.6. Prueba de susceptibilidad antibiética

Se tuvo acceso a esta informacion. Esta prueba fue realizada por el
Servicio de Patologia Clinica del Hospital Nacional Docente Madre Nifio San

Bartolomé mediante el sistema automatizado Vitek2.

V.2. Analisis estadistico

La informacion obtenida se ingresé a una base de datos en Excel, para
luego proceder a usar el programa estadistico SPSS para su respectivo analisis,
estos se estan presentando a través de estadistica descriptiva mediante tablas de

frecuencia y graficos.
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VI. RESULTADOS

VI.1. Identificacion y lugar de procedencia de las cepas

Se confirmé la identificacion de todas las cepas recolectadas, siendo 97
cepas de Escherichia coli uropatégena (UPEC) aisladas de pacientes gestantes
atendidas en un Hospital Materno Infantil en el periodo julio - setiembre del 2022
(Anexo 1).

Las cepas, segun el servicio de procedencia estuvieron distribuidas en:
consulta externa (60.8 %), emergencia (20.6 %) y hospitalizacién (18.6 %) (Figura
3).

70

60.8%

60
50
40

30

0,
20.6% 18.6%

Consulta externa Emergencia Hospitalizacién
TIPO DE INGRESO

20

10

Figura 3. Origen de aislados de cepas en E. coli uropatdégena segun el servicio de

procedencia.

Los aislados de Escherichia coli uropatdégena de acuerdo a las edades de
las pacientes, se distribuyeron asi: mayor porcentaje adultos entre 21 a 30 afios
(47.4 %), seguido de adultos de 31 a 40 anos (39.2%), j6venes de 10 a 20 afos
(12.4%) y adultos de 41 a 50 anos (1%) (Figura 4).
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Figura 4. Origen de aislados de cepas en E. coli segun edad de pacientes
gestantes.

VI.2. Identificacion molecular

La identificacidon de genes fimH, cnfl, iutA y papC en las 97 cepas de

Escherichia coli uropatdgena se realizé6 mediante PCR multiplex y PCR simple.

Las cepas UPEC-21, UPEC-23, UPEC-24, UPEC-25 y UPEC-26 mostraron
bandas cercanas a 500 pb, lo que podria indicar que esta presente el gen fimH o
cnfl o ambos; mientras que las cepas UPEC-21, UPEC-24, UPEC-25 y UPEC-26
presentaron bandas correspondientes a 300 pb (Figura 6).
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Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% tefiido con SYBR safe (Invitrogen®). De
izquierda a derecha: UPEC-21, UPEC-22, UPEC-23, UPEC-24, ADN ladder, UPEC-25,
UPEC-26 y UPEC-27, aisladas de muestras de orina de pacientes gestantes atendidas
en un Hospital Materno Infantil. Visualizacién UV de los genes fimH, iutA, papC y cnfi.
Muestras 21, 23, 24, 25 y 26: positivo (500 pb) para el gen fimH o cnf1; Muestras: 22 y
27: negativo (500 pb) para el gen fimH o cnf1. Muestras: 21, 24, 25 y 26: positivo (300 pb)
para el gen iutA; Muestras: 22, 23 y 27: negativo (300 pb) para el gen iutA. DNA Ladder:

Marcador de peso molecular de 100 pb (Thermo Scientific™).

Las cepas UPEC- 37, UPEC- 36 y UPEC- 31 mostraron bandas cercanas a 500
pb, lo que podria indicar que esta presente el gen fimH o cnfl o ambos; mientras
que la cepa UPEC-37 presenté banda de 300 pb correspondiente al gen ituA;
finalmente las cepas UPEC- 32, UPEC- 34 y UPEC-35 presentaron la banda 200
pb del gen papC (Figura 7).
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Figura 6. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% tefiido con SYBR safe (Invitrogen®). De
izquierda a derecha: UPEC-32, UPEC-34, UPEC-35, ADN ladder, UPEC-36, UPEC-37,
ATCC y UPEC-31, aisladas de muestras de orina de pacientes gestantes atendidas en un
Hospital Materno Infantil. Visualizacion UV de los genes fimH, iutA, papC y cnf1.
Muestras 37, 36 y 31: positivo (500 pb) para el gen fimH o cnf1; Muestras: 32, 34 y 35:
negativo (500 pb) para el gen fimH o cnf1. Muestra: 37: positivo (300 pb) para el gen iutA;
Muestras: 31, 32, 34, 35 y 36: negativo (300 pb) para el gen iutA. Muestra: 32, 34 y 35:
positivo (200 pb) para el gen papC; Muestras: 31, 36 y 37: negativo (200 pb) para el gen
papC. DNA Ladder: Marcador de peso molecular de 100pb (Thermo Scientific™). ATCC:
25922.

Las cepas UPEC-44, UPEC-48, UPEC-49, UPEC-50, UPEC-51, UPEC-52 y
UPEC-53 mostraron bandas cercanas a 500 pb, lo que podria indicar que esta
presente el gen fimH o cnfl o ambos; mientras que las cepas UPEC-44,
UPEC-48, UPEC-52 y UPEC-53 presentaron bandas correspondientes a 300 pb y
las cepas UPEC-44 y UPEC-48 presentaron bandas correspondientes a 200 pb lo

que evidencia presencia del gen papC (Figura 8).

45



DNA
44 4f 1] Laddar 50 L1 52 g3

500 ph. UPEC53 (+)

300 ph. UPEC-53 (+]

200 ph. UPEC-44 {+)

Figura 7. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% tefiido con SYBR safe (Invitrogen®). De
izquierda a derecha: UPEC-44, UPEC-48, UPEC-49, ADN ladder, UPEC-50, UPEC-51,
UPEC-52 y UPEC-53, aisladas de muestras de orina de pacientes gestantes atendidas
en un Hospital Materno Infantil. Visualizacién UV de los genes fimH, iutA, papC y cnfi.
Muestras 44, 48, 49, 50, 51, 52, y 53: positivo (500 pb) para el gen fimH o cnf1; Muestras:
44, 48, 52 y 53: positivo (300 pb) para el gen iutA; Muestras: 49, 50 y 51: negativo (300
pb) para el gen iutA. Muestra: 44 y 48: positivo (200 pb) para el gen papC; Muestras: 49,
50, 51 y 52: negativo (200 pb) para el gen papC. DNA Ladder: Marcador de peso

molecular de 100 pb (Thermo Scientific™).

Las cepas UPEC-44, UPEC-45, UPEC-75, UPEC-81, UPEC-85, UPEC-87,
UPEC-89 mostraron bandas correspondientes a 508 pb, lo que indica que esta

presente el gen fimH (Figura 9).
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Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% tefiido con SYBR safe (Invitrogen®). De
izquierda a derecha: UPEC-44, UPEC-45, UPEC-75, ADN ladder, UPEC-81, UPEC-85,
UPEC-87 y UPEC-89, aisladas de muestras de orina de pacientes gestantes atendidas
en un Hospital Materno Infantil. Visualizacion UV del gen fimH. Muestras 44, 45, 75, 81,
85, 87, y 89: positivo (508 pb) para el gen fimH. DNA Ladder: Marcador de peso
molecular de 100 pb (Thermo Scientific™).

Las cepas UPEC-55, UPEC-54, UPEC-56, UPEC-53, UPEC-52, UPEC-48 y
UPEC-46 mostraron bandas correspondientes a 508 pb, lo que indica que esta

presente el gen fimH (Figura 10).
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Figura 9. Electroforesis en gel de agarosa 1.5% tefiido con SYBR safe (Invitrogen®). De
izquierda a derecha: UPEC-46, UPEC-48, UPEC-52, ADN ladder, UPEC-53, UPEC-56,
UPEC-54 y UPEC-55, aisladas de muestras de orina de pacientes gestantes atendidas
en un Hospital Materno Infantil. Visualizacién UV del gen fimH. Muestras 46, 48, 52, 53,
56, 54, y 55: positivo (508 pb) para el gen fimH. DNA Ladder: Marcador de peso

molecular de 100 pb (Thermo Scientific™).
Analizando los resultados obtenidos de las bandas amplificadas se evalud la
presencia y ausencia de los genes fimH, iutA, cnfl y papC en muestras de

Escherichia coli.

A continuacién, se muestran los porcentajes en cuanto a la presencia y ausencia

de genes (figuras 11-15):
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Figura 10. Resultados presencia y ausencia del gen fimH en los aislados de E. coli

uropatégena.
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Figura 11. Resultados presencia y ausencia del gen iutA en los aislados de E. coli

uropatégena.
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Figura 12. Resultados presencia y ausencia del gen cnf 1 en los aislados de E. coli

uropatégena.
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Figura 13. Resultados presencia y ausencia del gen papC en los aislados de E. coli
uropatégena.



Se analizo6 la presencia y ausencia de genes de cepas de Escherichia coli
encontrandose ausencia de genes 24.7%, presencia de un gen 21.6%, presencia
de dos genes 26.8%, presencia de tres genes 20.6% Yy presencia de cuatro genes
6.2% (Figura 15).

30
26.8%

25 24.7%
21.6%
20.6%
20
15
10
6.2%
0

Ausencia de genes Presencia deun gen  Presencia de dos genes Presencia de tres genes  Presencia de cuatro
genes

ul

Cantidad de genes por paciente

Figura 14. Frecuencia de genes de virulencia en los aislados de Escherichia coli

uropatégena.

VI. 3. Resistencia antibiotica de Escherichia coli uropatégena

Las cepas de Escherichia coli uropatégena aisladas presentaron
resistencia a diversos antibidticos, aunque fueron sensibles a amikacina,

ertapenem y meropenem (Figura 15) (Anexo 2).
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Porcentaje de resistencia antibiotica

Trimetoprin sulfametoxasol I 51.60%
Ciprofloxacina I 51.60%
Norfloxacina GG 48.40%
Ampicilina + Sulbactam I 23%
Ceftriaxona IS 26.60%
Gentamicina IS 23.40%
Cefepime IS 23.40%
Ceftazidima IS 23.40%
Cefazolina IS 23.40%

Fosfomicina I 12.50%
Nitrofurantoina B 3.10%

Amikacina 0%
Ertapenem = 0%
Meropenem = 0%

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60%

Figura 15. Resistencia antibidtica de Escherichia coli, en muestras de orina de pacientes

gestantes del Hospital San Bartolomé 2022.

VI. 4. Ausencia y presencia de genes de virulencia segun la resistencia
antimicrobiana.

Tabla 4. Ausencia y presencia de genes de virulencia segun la resistencia

antimicrobiana.

GEN SAM KF CAZ CRO FEP MERM ERT AK GN cip NOR FOs NIT SXT
FimH(508) AUSEMNTE 6 5] ] 7 7 0} o 0 8 18 16 2 1 17
PRESENTE 15 16 13 15 12 o} 0 0 10 27 23 3 2 28
cnfl({498) AUSEMNTE 12 15 15 18 15 o} 0 0 13 34 29 5 3 36
PRESENTE 3 3 4 4 4 0 o o0 5 11 10 o 0 9
iutA(300) AUSEMNTE 11 10 5 10 10 0 o o0 5 22 15 4 2 26
PRESENTE 0 12 10 12 9 o 0 0 8 23 20 1 1 19
papC(200) AUSENTE 13 18 16 18 16 o 0 0 17 37 34 4 2 37
PRESENTE 2 4 3 4 3 o 0o 0 1 8 5 1 1 8

SAM: ampicilina + sulbactam; KF: cefazolina; CAZ: ceftazidima; CRO: ceftriaxona; FEP: cefepime;
MEM: meropenem; ERT: ertapenem; AK: amikacina; GN: gentamicina; CIP: ciprofloxacina; NOR:

norfloxacina; FOS: fosfomicina; NIT: nitrofurantoina; SXT: trimetoprima/sulfametoxazol.
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Se evidencia que el mayor numero de muestras con resistencia antimicrobiana y
con mayor frecuencia del gen fimH, fue el antibiotico trimetoprim sulfametoxazol
(28), seguido del ciprofloxacino (27). En cuanto al gen cnf1 en relacién con el
antibidtico de mayor resistencia fue ciprofloxacino (11), seguido del norfloxacino
(10). EI gen jutA presenta un mayor numero de casos de resistencia para
ciprofloxacino (23) y norfloxacino (20). Por ultimo, el gen papC presenté un mayor
numero de casos de resistencia para ciprofloxacino (8) y trimetoprima/

sulfametoxazol (8).

53



VIl. DISCUSION

Las infecciones urinarias son de origen enddgeno, debido a que los
microorganismos involucrados provienen mayormente del microbiota intestinal del
paciente, siendo una poblacién vulnerable las mujeres, especialmente las
gestantes. Dichas infecciones bacterianas pueden involucrar una variedad de
patdgenos y resistencia a agentes antimicrobianos, aunado a que en su mayoria
son infecciones asintomaticas, lo que demanda un alto nivel de conciencia
clinica”™

La gestacion es de por si un factor que predispone a las ITU por los
cambios fisiologicos que se dan, pero ademas se debe considerar otros factores
de riesgo como el estatus socioecondmico, higiene, anemia, paridad, falta de
control prenatal entre otros™

En el presente estudio, se incluyeron 97 cepas aisladas de urocultivos de
gestantes, las cuales provenian en su mayoria de consulta externa (60.8 %),
seguido de emergencia (20.6 %) y en menos porcentaje, hospitalizacion (18.6 %).
Y con respecto a la edad, hubo mayor prevalencia en el grupo de 21 - 30 afios
(47.4 %) seguido del grupo comprendido entre 31 - 40 afos (39.2 %). Ejerssa et
al. reporta un valor similar (45.2 %) para el grupo de 23 - 27 afios’® mientras que
Habibi et al. encontraron mayor prevalencia tanto en gestantes mayores de 40
afios sanas (8.82 %) como las que tenian ITU recurrentes (18 %)"".

También el presente estudio evalud la prevalencia de cuatro genes de
virulencia en UPEC provenientes de pacientes embarazadas con infecciones del
tracto urinario. Entre los principales hallazgos se encontro la prevalencia del factor
de virulencia fimH en 64.9 % (63/97) de las cepas, lo que subraya su importancia
en la patogénesis de esta enfermedad. Estos resultados son consistentes con
estudios previos en poblaciones similares que han destacado el papel crucial de
fimH en la adhesion bacteriana y la colonizacién del tracto urinario. Asi,
Keshavarzi et al. reportaron una prevalencia similar (64 %) para el gen fimH en un
total de 100 aislados de muestras clinicas de mujeres embarazadas, valor que se
acerca mucho a los resultados obtenidos en el presente estudio’® Mayor
prevalencia del gen fimH (92.6 %) fue hallada en el estudio realizado por Marwa y

Lamiaa en muestras provenientes de pacientes embarazadas de un hospital en
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Cairo con infecciones urinarias sintomaticas y asintomaticas, destacando la mayor
frecuencia en las pacientes sintomaticas’™ Por el contrario, en la investigacion
realizada por Mohsin et al., observaron una prevalencia de 47.3 % en 150
muestras de mujeres embarazadas entre 17 a 40 afos, con valores inferiores a
los reportados por la mayoria de estudios, pero igualmente se indico a fimH como
el gen mas prevalente®

Con respecto al gen iutA se reporta para este estudio la prevalencia de
42.3 %. Este resultado se compara con los hallazgos de varios estudios previos
que investigaron la presencia de este gen; asi, Fonseca et al., en muestras de
pacientes con infecciones urinarias encontraron una tasa de 46.7 % de presencia
de iutA, aunque la prevalencia es ligeramente superior a la de este estudio, se
debe tener en cuenta que fue realizado en una poblacion diferente, conformada
por hombres y mujeres. Sin embargo, esta similitud sugiere una consistencia en
la presencia del gen iutA en diferentes pacientes con infecciones urinarias® Por
otro lado, Samir et al. informaron 60.3 % como la prevalencia del gen iutA en la
muestra de mujeres embarazadas. Esta diferencia podria atribuirse a variaciones
en la metodologia de deteccion del gen iutA®' En otro estudio realizado por Saenz
et al. en mujeres embarazadas con infecciones obstétricas, encontraron que los
genes con mayor prevalencia fueron los relacionados con la captacion de hierro,
mostrando un porcentaje de 53.8 %, el cual es un valor considerable para
valorarlo como un factor importante de virulencia en mujeres embarazadas. Se
hace esta comparacion debido a que las cepas vaginales de E. coli son muy
similares a las de E. coli patégena extraintestinal en cuanto a los factores de
virulencia®?

Para el gen papC, se obtuvo la prevalencia de 19.6 %, bajo en
comparacion con los valores encontrados para el gen fimH. Este hallazgo esta
respaldado por un estudio previo que demostré la prevalencia del 20.6 % en
mujeres embarazadas que presentaban bacteriuria asintomatica® Por otro lado,
en un estudio realizado en Irak por Kareem Salman, et al., se informd que la
prevalencia del gen papC en aislados de E. coli de pacientes con ITU fue de 38.1
%, sin embargo, en este estudio, a diferencia de lo reportado por la mayoria de
investigaciones, se observa que fimH presentd una menor prevalencia comparada

con papC. Sin embargo, a pesar de lo mencionado, los factores de virulencia
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involucrados en la adhesion se presentan con mayor frecuencia, lo que puede
indicar su papel crucial en la capacidad para colonizar el tracto urinario®

En el caso del gen cnfl que codifica una toxina, se hall6 la prevalencia de
33 %, similar al estudio realizado por Chakraborty et al., quienes reportaron
29.5%% Las diferencias entre los estudios podrian originarse en diversos factores
como variaciones geograficas, modificaciones fisiolégicas en la gestante, raza,
genética o la sensibilidad a ciertas cepas de E. coli que portan elementos de
virulencia en su genoma®

En los aislados se hall resistencia a diversos antibidticos, presentando
mayor prevalencia frente a trimetoprim/sulfametoxazol en 51.6 % de las cepas, lo
que coincide con lo mencionado por Oriji et al., 2022, que evaluaron 333 muestras
de pacientes embarazadas con posible ITU en el Hospital Materno Infantil Rahima
Moosa (RMMCH) en Sudafrica, siendo la mayoria de los aislamientos (55.6 %)
resistentes a trimetoprim/sulfametoxazol®” Similar resultado obtuvo Nikzad et al.
encontrando 40 % de resistencia frente a trimetoprim/sulfametoxazol en gestantes
de Iran® En un estudio retrospectivo (2011-2016) de 5971 urocultivos de
gestantes en Natal (Africa), Bhola et al. evidenciaron 65.1 % de resistencia a este
antibiotico®® Por los trabajos mencionados se puede destacar que el farmaco no
seria util en este tipo de infecciones y se deba recurrir a otros antibidticos®"

Respecto a las quinolonas; con ciprofloxacino, se hallé similar porcentaje
de 51.6 % de resistencia comparado con trimetoprim/sulfametoxazol. Mayor
porcentaje hall6 Asmat et al. que reportaron 92 % de resistencia en E. coli
aisladas de urocultivos de mujeres embarazadas® En Iran, Habibi et al., aislaron
E. coli de gestantes con historia de UTI recurrentes, encontrando alta prevalencia
a ciprofloxacino (67.85 %)’ También en India, Kammili et al., encontraron altos
niveles de resistencia (47 %) en muestras de orina de mujeres primigravidas® En
caso del norfloxacino, en el presente estudio se obtuvo 48.40 %; también, en
muestras provenientes de gestantes de una Clinica privada de Lima, Quiroz et al.
reportaron 30.76 % de resistencia* y en México, Garcia et al. reportaron 56 % de
resistencia al mismo antibidtico?' Las quinolonas y especialmente las
fluoroquinolonas, fueron durante muchos afos una buena opcidén por su amplio
espectro, pero se puede evidenciar que la resistencia es preocupante, por ir en

aumento a nivel hospitalario.
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Considerando los antibidticos b-lactamicos, se reporta en este trabajo, 28
% de resistencia a ampicilina sulbactam; mucho menor a lo obtenido por Ahmed
et al. en Egipto, que obtuvieron total resistencia en las cepas aisladas (100 %)*y
menor también a lo encontrado por Quintero en su estudio en Cartagena entre los
afos 2018 a 2019, en E. coli provenientes de urocultivos de gestantes con
diagnéstico de ITU, con resistencia antibidtica a ampicilina sulbactam 17.7 %*
Para la ceftriaxona se encontré 26.6 % de resistencia antibiotica, lo que difiere a
lo encontrado por Ballesteros et al. que reportan 82 y 96 % de resistencia en
Sonora y Puebla, respectivamente?” Estos resultados evidencian, que los
betalactamicos serian de accién menos eficaz o que podrian utilizarse en una
terapia combinada con otro antibiético, o que es decision del médico al considerar
la evaluacién de otros factores en cada paciente. Por otro lado, 3.10 % de las
cepas de E. coli mostraron sensibilidad a Nitrofurantoina, antibiético de primera
linea que se usa en el Peru para el inicio del tratamiento empirico, ademas todas
las cepas mostraron sensibilidad frente amikacina, y a los carbapenémicos,
ertapenem y meropenem, los que pueden constituir una alternativa al
tratamiento®®

En particular, las muestras que presentaron los genes de virulencia (fimH,
iutA, papC y cnfl) mostraron mayor resistencia para los antibidticos
trimetroprim-sulfametoxazol, ciprofloxacino y norfloxacino. El gen jutA es un gen
importante cuando hablamos de resistencia antibacteriana, ya que se encuentra
en el plasmido ColV que posee determinantes de resistencia. En nuestro estudio,
iutA presenta un mayor numero de casos de resistencia para ciprofloxacino,
norfloxacino y trimetoprin sulfametoxazol. Estos hallazgos concuerdan con los
reportados por Fonseca et al. quienes mostraron una asociacidon positiva entre la
presencia del gen jutA con la resistencia a penicilina, fluoroquinolonas y
multidrogoresistencia.>®

En nuestro estudio se evidencia que la frecuencia del gen fimH fue mayor
en muestras resistentes a trimetropin sulfametoxazol, ciprofloxacino vy
norfloxacino, lo cual difiere con lo reportado por Miranda et al. quienes hallaron
una relacién significativa entre la frecuencia del gen fimH y los aislados
resistentes a ampicilina, cefotaxima, ceftazidima y tetraciclina. En este mismo

estudio se evidenci6 que el gen cnfl estuvo asociado con la resistencia
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amoxicilina/acido clavulanico y a fosfomicina a diferencia de nuestro estudio que
mostré mayor frecuencia de aislados para este gen en relacion con la resistencia
a trimetropin sulfametoxazol, ciprofloxacino y norfloxacino. Estos resultados
muestran la variabilidad en la distribucion de genes de virulencia y resistencia a
antibioticos entre las cepas UPEC. Es crucial detallar las caracteristicas que
distinguen a los aislamientos de UPEC en las distintas poblaciones estudiadas,
asi como mas estudios que muestran la relacion significativa entre los principales
genes de virulencia en UPEC y su resistencia a los antibioticos.™

Finalmente, dentro de las limitaciones del presente estudio, es que se debe
tener mas informacion de los pacientes, por ejemplo, si son ITUs recurrentes, si
ha habido un tratamiento antibiético previo, asociacion a comorbilidades, entre
otros. Asimismo, es importante el estudio de la filogenia de las cepas, para

documentar la prevalencia de los distintos grupos en Lima, Peru.

VIIl. CONCLUSIONES

- La mayor frecuencia de las pacientes embarazadas con infecciones del
tracto urinario (ITU) corresponden a consulta externa (60.8%) y los
pertenecientes al rango de edad de 21 a 30 anos (47,4%).

- La prevalencia de los genes de mayor virulencia en cepas de Escherichia
coli uropatégena aisladas de mujeres embarazadas fueron fimH, iutA,cnf1ly
papC encontrando el 64.9 %, 42.3 %, 33% Y 19.6% respectivamente.

- Se evidencia con respecto a la ausencia y presencia de genes de virulencia
segun la resistencia antimicrobiana, el gen fimH presenta mayor en
muestras resistentes a trimetoprim/sulfametoxazol, ciprofloxacino vy
norfloxacino y finalmente iutA presenta un mayor numero de casos de

resistencia para ciprofloxacino, norfloxacino y trimetoprin sulfametoxazol.

IX. RECOMENDACIONES

- Se recomienda realizar mas investigaciones utilizando métodos

moleculares para identificar otros factores de virulencia o genes en mujeres
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embarazadas, ya que estan mas propensas a presentar complicaciones
cuando les da una infeccidn urinaria debido a los cambios fisioldgicos y

anatomicos durante el embarazo.

Se sugiere ampliar la data de informacién de la frecuencia de ITU con
respecto a las edades en los pacientes gestantes en los hospitales del
Perd, ya que la identificacion de estos patrones puede ayudar a los
profesionales de la salud a desarrollar estrategias mas efectivas para la

prevencion, diagnostico y tratamiento de estas infecciones.

Se recomienda realizar mas estudios sobre la relacidén genes de virulencia
y el perfil de resistencia antimicrobianos de los aislados de Escherichia coli

uropatégeno en mujeres embarazadas.
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XI. ANEXOS
ANEXO N°1 DATOS DE LAS CEPAS
CEPA TIPO DE INGRESO EDAD
UPEC-1 Consulta externa 31
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UPEC-2 Consulta externa 28
UPEC-3 Emergencia 18
UPEC-4 Consulta externa 38
UPEC-5 Consulta externa 34
UPEC-6 Consulta externa 29
UPEC-7 Emergencia 26
UPEC-8 Consulta externa 33
UPEC-9 Consulta externa 23
UPEC-10 Consulta externa 18
UPEC-11 Emergencia 31
UPEC-12 Hospitalizacion 20
UPEC-13 Hospitalizacion 38
UPEC-14 Emergencia 33
UPEC-15 Consulta externa 32
UPEC-16 Consulta externa 25
UPEC-17 Consulta externa 23
UPEC-18 Consulta externa 40
UPEC-19 Hospitalizacion 36
UPEC-20 Hospitalizacion 31
UPEC-21 Consulta externa 19
UPEC-22 Consulta externa 37
UPEC-23 Emergencia 27
UPEC-24 Consulta externa 40
UPEC-25 Consulta externa 34
UPEC-26 Consulta externa 28
UPEC-27 Hospitalizacion 27
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UPEC-28 Emergencia 29
UPEC-29 Consulta externa 31
UPEC-30 Emergencia 28
UPEC-31 Consulta externa 36
UPEC-32 Emergencia 27
UPEC-33 Emergencia 25
UPEC-34 Emergencia 36
UPEC-35 Consulta externa 31
UPEC-36 Consulta externa 36
UPEC-37 Consulta externa 28
UPEC-38 Consulta externa 26
UPEC-39 Emergencia 28
UPEC-40 Emergencia 22
UPEC-41 Consulta externa 32
UPEC-42 Consulta externa 18
UPEC-43 Consulta externa el
UPEC-44 Consulta externa 40
UPEC-45 Emergencia 20
UPEC-46 Consulta externa 29
UPEC-47 Consulta externa 16
UPEC-48 Emergencia 26
UPEC-49 Consulta externa 29
UPEC-50 Consulta externa 29
UPEC-51 Consulta externa 32
UPEC-52 Consulta externa 32
UPEC-53 Consulta externa 27
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UPEC-54 Hospitalizacion 22
UPEC-55 Hospitalizacion 28
UPEC-56 Consulta externa 25
UPEC-57 Consulta externa 38
UPEC-58 Consulta externa 26
UPEC-59 Emergencia 31
UPEC-60 Emergencia 30
UPEC-61 Hospitalizacion 39
UPEC-62 Hospitalizacion 26
UPEC-63 Hospitalizacion 20
UPEC-64 Consulta externa 32
UPEC-65 Consulta externa 34
UPEC-66 Consulta externa 34
UPEC-67 Consulta externa 40
UPEC-68 Consulta externa 29
UPEC-69 Consulta externa 29
UPEC-70 Emergencia 29
UPEC-71 Consulta externa 26
UPEC-72 Consulta externa 31
UPEC-73 Consulta externa 30
UPEC-74 Emergencia 25
UPEC-75 Hospitalizacion 18
UPEC-76 Consulta externa 28
UPEC-77 Consulta externa 21
UPEC-78 Consulta externa 29
UPEC-79 Consulta externa 37
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UPEC-80 Consulta externa 23
UPEC-81 Consulta externa 28
UPEC-82 Emergencia 28
UPEC-83 Hospitalizacion 19
UPEC-84 Consulta externa 29
UPEC-85 Consulta externa 40
UPEC-86 Hospitalizacion 15
UPEC-87 Hospitalizacion 44
UPEC-88 Consulta externa 31
UPEC-89 Consulta externa 38
UPEC-90 Consulta externa 21
UPEC-91 Hospitalizacion 31
UPEC-92 Hospitalizacion 27
UPEC-93 Emergencia 32
UPEC-94 Consulta externa 25
UPEC-95 Hospitalizacion 19
UPEC-96 Consulta externa 29
UPEC-97 Emergencia 25

UPEC: Escherichia coli uropatégena
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ANEXO N° 02 PERFIL ANTIMICROBIANO

CODIGO DE
MUESTRA
>=6 <=0.2 <=0.1 >=1 <=1 >=32
UPEC-1 31 8 S 4 R 8 R | >=64 R 8 R 5 S 2 S 2 S 6 R|] >4 | R|[>=16]| R R 6 S 0 R
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=1 >=32
UPEC-2 28 | <=2 | S |<=4] S 2 S 5) S 2 S 5 S 2 S |<=1] S >=4 | R |>=16| R | <=16| S 6 S 0 R
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=0. <=1 >=32
UPEC-3 18 4 S|<=4]S 2 S 5 S 2 S 5 S 2 S 2 S |<=1] S 6 S 5 S |<=16] S 6 S 0 R
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1
UPEC-4 38 8 S|<=4]S 2 S 5) S 2 S 5 S 2 S 2 S |<=1] S 0.5 | <=16| S 6 S | <=20| S
>=6 <=0.2 <=0.1 <=1 >=32
UPEC-5 34 4 S 4 R 8 R | >=64 R 1 R 5 S 2 S 4 S |<=1] S >=4 | R |>=16| R | <=16| S 6 S 0 R
>=3 <=0.1 <=0.2 <=0.2 <=0.1 >=32
UPEC-6 29 2 R|<=4]S 2 S 5) S 0.25 | S 5 S 2 S 2 S |<=1] S 0.5 | <=16| S | 64 | | 0 R
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 >=1 <=1
UPEC-7 26 | <=2 | S |<=4] S 2 S 5 S 2 S 5 S 2 S 2 S 6 R 0.5 | <=16| S 6 S |<=20| S
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1 >=32
UPEC-8 33 | <=2 | S |<=4]S 2 S 5) S 2 S 5 S 2 S 2 S |<=1] S 0.5 | <=16| S 6 S 0 R
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1 >=32
UPEC-9 23 | <=2 | S |<=4]S 2 S 5 S 2 S 5 S 2 S 4 S |<=1] S >=4 | R |>=16| R | <=16| S 6 S 0 R
>=3 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 >=1 <=1 >=32
UPEC-10 18 2 R|<=4]S 2 S 5 S 2 S 5 S 2 S 4 S 6 R| >=4 | R|>=16| R |<=16]| S 6 S 0 R
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1
UPEC-11 31 | <=2 | S |<=4]S 2 S 5 S 2 S 5 S 2 S 2 S |<=1] S 0.5 | <=16| S 6 S |<=20| S
<=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=0. <=1 >=32
UPEC-12 20 | <=2 | S |<=4]S | 025 | S 5 S 2 S 5 S 2 S 2 S |<=1] S 6 S 5 S |<=16] S 6 S 0 R
>=3 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1
UPEC-13 38 2 R] 16 | S 2 S 5 S 2 S 5 S 2 S 2 S |<=1]S >=4 | R |>=16| R | <=16| S 6 S |<=20| S
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1 >=32
UPEC-14 33 | <=2 | S |<=4]S 2 S 5) S 2 S 5 S 2 S 2 S |<=1] S 0.5 | <=16| S 6 S 0 R
<=0.2 <=0.1 >=1 <=1 >=32
UPEC-15 32 | <=2 | S 8 R ] 025 | R 32 R 0.5 R 5 S 2 S|<=1]S 6 R 1 R <=16| S 6 S 0 R
>=6 <=0.2 <=0.1 <=1
UPEC-16 25 8 S 4 R 8 R | >=64 R 2 R 5 S 2 S 2 S |<=1] S >=4 | R |>=16| R | <=16| S 6 S | <=20| S
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=0. <=1
UPEC-17 23 | <=2 | S |<=4]| S 2 S 5 S 2 S 5 S 2 S 2 S|<=1] S 6 S 5 S |<=16] S 6 S |<=20| S




<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=0. <=1
UPEC-18 40 | <=2 <=4 2 5 S 2 5 2 2 <=1 6 5 <=16 6 <=20
>=3 >=6 <=0.2 <=0.1 >=1
UPEC-19 36 2 4 >=64 >=64 R 5 2 <=1 6 >=4 >=16 <=16 128 <=20
<=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1
UPEC-20 31 8 <=4 0.25 5 S 2 5 2 4 <=1 0.5 2 <=16 32 <=20
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=0. <=1
UPEC-21 19 | <=2 <=4 2 5 S 2 5 2 2 <=1 6 5 <=16 6 <=20
>=3 >=6 <=0.2 <=0.1 <=1 >=32
UPEC-22 37 2 4 0.5 32 R 0.5 5 2 16 <=1 >=4 >=16 <=16 6 0
<=0.1 <=0.2 | <=0.2 | <=0.1 <=0.2 <=0.1 >=1 <=0. <=1
UPEC-23 27 4 <=4 2 5 5 2 5 2 2 6 0.12 5 <=16 6 <=20
>=6 <=0.2 <=0.1 >=1 >=25 <=1 >=32
UPEC-24 40 4 4 8 >=64 R 4 5 2 2 6 >=4 >=16 6 6 0
>=3 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 >=1 >=25 >=32
UPEC-25 34 2 <=4 2 5 S 2 5 2 <=1 6 >=4 >=16 6 64 0
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1
UPEC-26 28 | <=2 <=4 2 5 S 2 5 2 2 <=1 0.5 <=16 6 <=20
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=0. <=1 >=32
UPEC-27 27 4 <=4 2 5 S 2 5 2 2 <=1 6 5 <=16 6 0
<=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=0. <=1
UPEC-28 29 | <=2 <=4 0.25 5 S 2 5 2 2 <=1 6 5 <=16 6 <=20
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1 >=32
UPEC-29 31 8 <=4 2 5 S 2 5 2 2 <=1 >=4 >=16 <=16 6 0
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1
UPEC-30 28 | <=2 <=4 2 5 S 2 5 2 2 <=1 0.5 <=16 6 <=0.2
>=3 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1 >=32
UPEC-31 36 2 <=4 0.25 5 S 2 5 2 4 <=1 >=4 >=16 <=16 6 0
<=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1
UPEC-32 27 | <=2 <=4 5 S 2 5 2 2 <=1 >=4 >=16 <=16 6 <=20
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 >=1 >=32
UPEC-33 25 16 <=4 2 5 S 2 5 2 4 6 >=4 >=16 <=16 64 0
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1
UPEC-34 36 | <=2 <=4 2 5 S 2 5 2 2 <=1 0.5 <=16 6 <=20
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=0. <=1 >=32
UPEC-35 31 16 <=4 2 5 S 2 5 2 2 <=1 6 5 6 0
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1
UPEC-36 36 | <=2 <=4 2 5 S 2 5 2 2 <=1 0.5 <=16 6 <=2
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1 >=32
UPEC-37 28 | <=2 <=4 2 5 S 2 5 2 2 =1 >=4 >=16 <=16 6 0
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 =1 <=1
UPEC-38 26 | <=2 <=4 2 5 S 2 5 2 2 0.5 <=16 6 <=2
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>=3 >=6 <=0.2 <=0.1 <=1 >=32

UPEC-39 28 2 4 8 >=64 4 5 2 4 <=1 >=4 <=16 6 0
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1

UPEC-40 22 | <=2 <=4 2 5 2 5 2 2 =1 0.5 <=16 6 <=2
>=3 <=0.2 <=0.1 =1 <=1

UPEC-41 32 2 8 >=64 4 5 2 4 >=4 >=16 <=16 6 <=2
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=0. <=1

UPEC-42 18 | <=2 <=4 2 5 2 5 2 2 =1 6 5 <=16 6 <=2

>=6 <=0.1 <=0.2 <=0.1 =1 <=1 >=32

UPEC-43 19 16 4 2 32 16 5 2 4 6 >=4 >=16 <=16 6 0

<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=0. <=1 >=32

UPEC-44 40 16 <=4 2 5 2 5 2 2 <=1 6 5 <=16 6 0

<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0. <=0.0 <=0. <=1 >=32

UPEC-45 25 16 <=4 2 5 2 5 2 1 <=1 6 5 <=16 6 0
<=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=0. <=1

UPEC-46 29 | <=2 <=4 0.25 5 2 5 2 4 2 6 5 <=16 6 <=2

>=3 >=6 <=0.2 <=0.1 >=25

UPEC-47 16 2 4 32 >=64 16 5 2 2 <=1 >=4 >=16 6 128 <=2

>=3 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 >=1 <=1 >=32

UPEC-48 28 2 <=4 2 5 2 5 2 4 6 >=4 >=16 <=16 0

>=3 <=0.2 <=0.2 <=0.1 <=1 >=32

UPEC-49 29 2 <=4 0.25 5 0.5 5 2 16 <=1 >=4 >=16 <=16 6 0
>=3 >=6 <=0.2 <=0.1 <=0. >=1 <=1

UPEC-50 29 2 4 2 >=64 1 5 2 1 6 >=4 >=16 <=16 6 <=16

<=0.1 <=0.2 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=1 >=32

UPEC-51 32 | <=2 <=4 2 5 5 2 <=1 <=1 6 1 <=16 6 0

<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1 >=32

UPEC-52 32 16 <=4 2 5 2 5 2 2 <=1 >=4 >=16 <=16 6 0

<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=0. <=1 >=32

UPEC-53 27 8 <=4 2 5 2 5 2 2 <=1 6 5 <=16 6 0
>=3 >=6 <=0.2 <=0.1 >=1 <=1

UPEC-54 22 2 4 >=64 >=64 >=32 5 2 2 6 >=4 >=16 <=16 6 <=2
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1

UPEC-55 28 8 <=4 2 5 2 5 2 2 <=1 0.5 <=16 6 <=2
>=6 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=1

UPEC-56 25 4 4 4 >=64 0.5 5 2 <=1 <=1 6 >=16 <=16 6 <=20

>=6 <=0.2 <=0.1 >=32

UPEC-57 38 8 4 32 >=64 16 5 2 2 <=1 >=4 >=16 <=16 32 0

>=3 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=0. <=1 >=32

UPEC-58 26 2 16 2 5 2 5 2 2 <=1 6 5 <=16 6 0

<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1 >=32

UPEC-59 31 8 <=4 2 5 2 5 2 2 <=1 >=4 >=16 <=16 6 0
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>=3 >=6 <=0.2 <=0.1 >=1 <=1 >=32

UPEC-60 30 2 4 32 >=64 >=32 5 2 16 6 >=4 >=16 <=16 6 0

>=3 >=6 <=0.2 <=0.1 >=25 <=1 >=32

UPEC-61 39 2 4 8 >=64 8 5 2 2 <=1 >=4 >=16 6 6 0
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=0. <=1

UPEC-62 26 | <=2 <=4 2 5 2 5 2 2 <=1 6 5 <=16 6 <=20

<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=0. <=1 >=32

UPEC-63 20 16 <=4 2 5 2 5 2 2 =1 6 5 <=16 6 0
>=3 >=6 <=0.2 <=0.1 =1 <=1

UPEC-64 32 2 4 8 >=64 8 5 2 4 6 >=4 >=16 <=16 6 <=20

<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1 >=32

UPEC-65 34 | <=2 <=4 2 5 2 5 2 4 <=1 1 <=16 6 0
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0. <=1

UPEC-66 34 | <=2 <=4 2 5 2 5 2 4 <=1 0.12 5 <=16 6 <=20
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1

UPEC-67 40 | <=2 <=4 2 5 2 5 2 <=1 <=1 >=4 >=16 <=16 6 <=20
<=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=0. <=1

UPEC-68 29 | <=2 <=4 0.25 5 2 5 2 4 <=1 6 5 <=16 6 <=20
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1

UPEC-69 29 | <=2 <=4 2 5 2 5 2 2 <=1 0.5 <=16 6 <=20

<=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1 >=32

UPEC-70 29 | <=2 <=4 0.25 5 2 5 2 2 <=1 0.5 <=16 6 0

>=6 <=0.2 <=0.1 >=25 >=32

UPEC-71 26 16 4 32 >=64 16 5 2 2 <=1 >=4 >=16 6 32 0
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1

UPEC-72 31 | <=2 <=4 2 5 2 5 2 4 <=1 >=4 >=16 <=16 6 <=20

>=3 >=6 <=0.2 <=0.1 >=1 <=1 >=32

UPEC-73 30 2 4 32 16 16 5 2 4 6 >=4 >=16 <=16 6 0
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=0. <=1

UPEC-74 25 | <=2 <=4 2 5 2 5 2 2 <=1 6 5 <=16 6 <=20
<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=0. <=1

UPEC-75 18 | <=2 <=4 2 5 2 5 2 2 <=1 6 5 <=16 6 <=20

<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=0. <=1 >=32

UPEC-76 28 8 <=4 2 5 2 5 2 4 <=1 6 5 <=16 6 0

>=3 <=0.2 <=0.2 <=0.1

UPEC-77 21 2 16 0.5 5 5 2 <=1 <=1 >=4 >=16 <=16 64 80

<=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1 >=32

UPEC-78 29 16 <=4 0.25 5 2 5 2 4 <=1 0.5 <=16 6 0

<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 >=1 <=1 >=32

UPEC-79 37 16 <=4 2 5 2 5 2 2 6 >=4 >=16 <=16 6 0

<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1 >=32

UPEC-80 23 16 <=4 2 5 2 5 2 2 <=1 >=4 >=16 <=16 6 0
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<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1
UPEC-81 28 | <=2 <=4 | S 2 5 S 2 5 S 2 S 2 S | <=1 >=4 R | >=16 <=16 6 S | <=20

<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.0 <=0. <=1 >=32
UPEC-82 28 8 <=4 | S 2 5 S 2 5 S 2 S 2 S | <=1 6 S 5 <=16 6 S 0

<=0.1 <=0.2 <=0.1 <=0.2 <=0.1 <=1
UPEC-83 19 16 <=4 | S 2 5 S 2 5 S 2 S 4 S | <=1 >=4 R | >=16 <=16 6 S | <=20
UPEC-84 29 S S S R S
UPEC-85 40 S S S S S
UPEC-86 15 S S S S S
UPEC-87 44 R R S R S
UPEC-88 31 S S S S S
UPEC-89 38 R R S R S
UPEC-90 21 S S S S S
UPEC-91 31 S S S S S
UPEC-92 27 S S S S S
UPEC-93 32 S S S S S
UPEC-94 25 S S S R S
UPEC-95 19 S S S S S
UPEC-96 29 S S S S R
UPEC-97 25 S S S S S

SAM: ampicilina + sulbactam; KF: cefazolina; CAZ: ceftazidima; CRO: ceftriaxona; FEP: cefepime; MEM: meropenem; ERT: ertapenem; AK: amikacina; GN:

gentamicina; CIP: ciprofloxacina; NOR: norfloxacina; FOS: fosfomicina; NIT: nitrofurantoina; SXT: trimetoprima/sulfametoxazol.

S

R

sensible
intermedio
resistente
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