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RESUMO




Estudamos 159 pacientes do sexo feminino, em diferentes faixas etarias, que
apresentavam sinais ¢ sintomas de cistite. Correlacionamos a resposta mucosa local com os
fatores de viruléneia das cepas de Escherichia coli isoladas da urina destas pacientes. A
bacteriuria foi comprovada em todas as pacientes ¢ laboratorialmente observamos trés tipos
de resposta: presenca de leucocitiria (BL), presenga de leucocitiria e hemattiria (BLH) e
auséncia de leucocituria (B). Pesquisamos, nas F.coli, a expressdo das fimbrias tipo 1, P, §,
da hemaglutinina Dr e a produgio das citotoxinas: hemolisina (Hly) ¢ fator necrosante
citotoxico (CNF1). Obtivemos os seguintes resultados: a fimbria S nlio foi detectada ¢ a
hemaglutinina Dr fot expressa por somente 3 cepas das 21 pesquisadas. A fimbria tipo 1 ¢ as
duas citotoxinas ndo se correlacionaram com a resposta mucosa local. As cepas que
expressaram fimbria P, foram mais freqlientes nas pacientes com idade igual ou inferior a 49
anos e relacionam-se com aquelas que evoluiram com leucocitiria (BL. e BLH). A auséncia
de resposta mucosa local prevaleceu nas pacientes mais idosas, Detectamos uma
dependéncia direta ou inversa entre a expressiio ou produgio de alguns fatores de viruléncia,
ou seja, a presenca de um fator implica a presenca ou auséncia do outro. Essa dependéncia

variou com a idade da paciente, fato que permitiu definir, somente nas pacientes com idade
. P . T + - +
igual ou inferior a 49 anos, o fenétipo: fimbria tipo 1, Hly , CNF1 ' ¢ FP . As cepas FP

- . . - . -+
apresentaram dependéncia inversa com tipo 1. Detectamos também, que nas cepas Hly

63,8% sfo CNF1+, € que naquelas CNF1+, 90,24% sdo Hly+‘ Dentre as cepas FP+, 50%

foram hemoliticas. O sorogrupo 06 foi o mais fregiente enquanto que 83,3% das cepas

FP+, pertenciam a um dos 8 sorogrupos de maior prevaléncia nas ITU, dentre os quais o

mais freqitente foi 07
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I- INTRODUCAO




i- ASPECTOS CLINICOS

A infecgo do trato urindrio (ITU) é uma das doengas infecciosas mais
frequentes da pratica médica, podendo ser comunitaria ou hospitalar,

A TTU apresenta um espectro de condigdes clinicas e patologicas envolvendo
varias partes do trato urinério, variando de bacteritria assintomatica a abscesso perinefrético
com septicemia. Cada uma apresenta sua propria epidemiologia, historia natural e
consideragles diagnosticas e sua diferenciagio tem importantes implicagdes no tratamento e
Prognostico.

De acordo com JOHNSON (1991), ITU significa a presenga de
microrganismos na bexiga, ureter, sistema coletor ou rins, sendo mais freqiientemente
causada por baciérias, embora ocasionalmente fungos e virus possam estar envolvidos.

O termo bacteriuria refere-se a presenga da bactéria na urina, como resultado
de uma infecgdo, porém, podemos detectd-la em amostras de urina de micg3o espontinea,
devido a contaminagdo com bactérias da flora uretral, peri-uretral ou vaginal.

Embora as amostras coletadas por cateterizagdo uretral ou puncio supra-
pubica possam refletir, com maior exatiddo, o estado da urina, esses procedimentos sio
wnvasivos e desconfortaveis, fazendo com gque o diagndstico da ITU seja usualmente
realizado e amostras de urina coletadas por micgio espontinea,

A urocultura ¢ o tnico exame quantitativo na microbiologia clinica. As
condigBes de coleta, transporte, tempo de estase vesical, medicag3o e também a colonizagio
do trato urindrio inferior podem influenciar na quantificagfio, ndo raro falseando o resultado.

Segundo STAMEY (1980), os primeiros pesquisadores a fazerem um exame
quantitativo da urina foram KASS et al, em 1956, utilizando a seguinte metodologia de
goleta: a) coleta de todo o volume urindrio (e ndo o jato médio), b} limpeza perineal com 4
gazes embebidas em sabonete; c) sabfio nfo removido antes da micgdo ¢ dj urina mantida
refrigerada por uma noite, aguardando o resultado do exame de triagem, para somente entdo
ser semeada a cultura quantitativa, Dessa maneira, estabeleceram que uma Gnica cultura com
contagem de coldnias igual ou superior a 100.000 bactérias/ mi de urina tinha uma chance de

80% de representar a bacteritria vesical; duas culturas consecutivas apresentavam um indice
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de conflanga de 91% e trés culturas apresentavam o mesmo limite de confianga obtido com
uma iinica cultura de urina cateterizada, ou seja 95%.

Tendo em vista que a repeti¢do da uroculfura ndo era pratica, STAMEY et al
(1985), estipularam outra metodologia de coleta, que ¢ realizada atualmente: a) assepsia
perineal realizada por pessoal treinado; b) remo¢dio do antisséptico antes da micgio; )
coleta do segundo jato urinario (jato médio). Com essa metodologia obtiveram um limite de
confianca de 95% (idéntica as 3 coletas consecutivas),

O limite tradicionalmente utilizado para confirmar ITU ¢ a contagem
de coldnias igual ou superior a 107 unidades formadoras de colénia {UFC)/ml de urina,

Atualmente, a definicBo de bacteritria é mais dindmica, variando na

dependéncia do quadro clinico e do método de coleta. (Tabela 1)

TABELA 1: Critérios para definir bacteriuria significante.

>102UFC coliformes/ml ou > 10°UFC nio coliformes/mi em mulheres sintométicas.
>103UFC bactérias/ml em homens sintomatico

>105 UFC bactérias/ml em individuos assintomaticos em 2 amostras consecutivas
Qualquer crescimento bacteriano em pungio supra-pubica em pacientes sintomaticos,

> 102 UFC bactérias em pacientes cateterizados

Referéncia: JOHNSON (19913

Bacteriiria assintomatica refere-se 4 presenga de bacterifina em pacientes
sem sintomas atribuiveis ao trato urindro, ocorrendo mais comummente em gravidas e
idosos

Os pacientes com bacterifiria sintomatica apresentam bacteritiria na presenca
de sintomas urinarios.

JOHNSON (1991) define cistite como infecglio vesical. Os sintomas tipicos
sio causados pela inflamagfio da bexiga e uretra. A distria ¢ a principal queixa, dor e

ardéncia podem ocorrer no inicio, durante e imediatamente apods a micgio. Outros sintomas
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mcluem urgéncia uriniria, desconforto suprapibico e freqiiéncia uringria de pequenos
volumes Normalmente cursam sem febre ou outros sintomas sistémicos. Algumas vezes, o
paciente pode notar hematiria ou turvagio na urina, e referir dor intensa.

A ITU baixa deve ser diferenciada de outras causas infecciosas ¢ nio
infecciosas de disGria e polaciiria, como irritacio mecinica ou quimica, alergia,
vulvovaginites e uretrites por patogenos de transmissdo sexual,

Segundo JOHNSON (1991), a pielonefrite aguda consiste em dor localizada
no flanco, ou dor a punho percussdio, combinada com sintomas sistémicos como febre,
calafrios e prostragdo. A pielonefrite aguda é causada por infecgio do parénquima renal e
sistema coletor, e quase sempre complicada por bacteriemia

Apesar do tratamento com drogas antimicrobianas, as ITU podem ser
recorrentes. A recorréncia da bacterifiria com um microrganismo diferente do anterionnénte
isolado & denominada reinfecgdo, enquanto a recorréncia com o mesmo microrganismo é

denominada recidiva.,

2- PATOGENESE DA INFECCAO DO TRATO URINARIO.

A localizagdo da ITU, sua propagagiio pelo trato urinario e a possibilidade de
bacteriernia, pode ser determinada pelo tamanho do indculo bacteriano, pelos fatores de
viruléneia da cepa infectante e pela resisténcia do hospedeiro,

Esses fatores influenciam também a severidade clinica da infecgfio. Quando
ps mecamsmos de defesa do hospedeiro estdo comprometidos, com a presencga de avangada
patologia obstrutiva, apenas um pequeno ntmero de bactérias, relativamente avirulentas,
pode induzir a uma severa infecgdo. Ao contrario, na normalidade anatdmica ¢ funcional do

trato urinario, ¢ essencial um grande indculo de bactéria virulenta, para ocorrer infecgiio

2.1 UROPATOGENOS

A maioria das I'TU s30 causadas por microrganismos aerdbios ou anaerdbios
facultativos, que geralmente se originam da flora intestinal.
Segundo MEASLEY Jr & LEVINSON (1991) a Escherichia coli ¢ o
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patbgeno urinario mais comum, ocorrendo em 85% das ITU comunitirias. Qutras
enterobactérias como Proteus sp, Klebsiella sp, Enterobacter sp e, também, o
Staphylococcus saprophyticus, sio menos freqiientes.Outros patogenos como Streptococcus
do grupo B, Staphylococcus epidermides e Candida albicans originam-se da flora vaginal,

ou da pele do perineo feminino.

2.2. VIAS DE INFEC(CAO

Os microrganismos podem alcangar o trato urinario pela via ascendente,
hematogénica ou linfatica. Segundo COX et al (1968} ¢ DAIFUKU & STAMM (1984),
existem consideraveis evidéncias clinicas e experimentais de que a via mais comum ¢ a da
ascensdo pela uretra, a pamtir da fonte entérica, especialmente E. coli e outras
Enterobactérias. Essa ¢ a explicagio mais logica para a maior freqgiiéncia de ITU em
mulheres, e para o aumento do risco de infecgio apds cateterizagfio vesical ou
instrumentacdo.

Segundo HINMAN (1966), BRAN et al (1972), BUCKEY et al (1978) ¢
KELSEY et al (1979), a uretra feminina é sujeita & contaminagdo (durante a atividade
sexual, massagem uretral ou mesmo durante a micgdo)} com a flora intestinal residente no
perineo.

STAMEY et al (1968) fazem referéncia ao fato-de que, em homens, a maior
extensdo da uretra ¢ a propriedade antibacteriana da secregdio prostitica sdo barreiras
efetivas contra a invasio por essa via.

Os microrganismos vesicais podem ascender pelo ureter, mesmo contra o
fluxo urinario, especialmente se facilitados por refluxo vesico-ureteral, ¢ assim alcangarem a
pelve renal, penetrando no rim e no sistema coletor.

Clinicamente, a infecgfio hematogénica do trato urindrio ¢ restrita a
relativamente poucos uropatdgenos incomuns, como S. aureuns, Candida sp , Salmonelia sp,
e M. tuberculosis, os quais causam infecgio priméaria em outra parte do organismo. A via

linfatica de difusdo da infecgo do trato urindrio, ainda permanece especulativa.
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3. Escherichia coli - SEUS FATORES DE VIRULENCIA

A Escherichia coli é uma bactéria, da familia Enterobacteriaceae que faz

parte da microbiota intestinal de mamiferos, caracterizando-se por ser um bacilo Gram

negativo, anaerdbio facultativo, podendo causar infecgBes intestinais e extra-intestinais.

Fatores de viruléncia sdo todas as propriedades do microrganismo, que

contribuemn para aumentar seu poder patogénico. Os fatores de viruléncia das £ coli,

causadoras de ITU, conhecidos, s80 as adesinas, a produgio de toxinas (hemolisina e fator

necrosante citotoxico), certos antigenos somaticos O e capsulares K, a resisténecia a

atividade bactericida do soro e & fagocitose e a produgio de sideroforos.

3.1 ADESINAS RELACIONADAS A ITU

Numerosas adesinas tém sido caracterizadas nas cepas de E.cofi associadas a

infecgdes do trato urinario (Tabela 2).

TABELA 2 -Adesinas de F.coli associadas a ITU.

Adesina

Caracteristicas da adesdio

Fimbria P

Fimbria tipo 1

Fimbris tipo 1C

Adesina 075X

Fimbria

glicolipide especifico do grupo sangiiineo P
com digalactosidio alfa-D-Gal-{1-4)-beta-D-Gal
D-manose em glicoproteinas
desconhecidos detalhes moleculares

nic hemaglutinante

adere a0 colageno tipo IV

cloranfenicol inibe adesio

sialil galactosidios

Ac Neu-alfa-(2-3)-Gal em glicoproteinas

Referéncins: KORHONEN e 41 £1984), LUND ot al (1988) ¢ PARKKINEN et af (1938).
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SVANBORG-EDEN et al (1976), SVANBORG-EDEN (1978),
SVANBORG-EDEN et al (1978), SVANBORG-EDEN & HANSON (1978) e
SVANBORG-EDEN et al (1983a) comprovaram que as cepas de E. coli isoladas de
pielonefrite aderiam muito mais freqlientemente a células uroepiteliais humanas, que as cepas
isoladas de cistite ¢ que estas aderiam melhor que as cepas procedentes de bacteritria
assintomatica e da flora intestinal normal. ORSKOV & ORSKOV (1983a), ORSKOV &
ORSKOV (1985) e KORHONEN et al (1988), demonstraram que a aderéncia 4s células
epiteliais € um fator fundamental, talvez o mais importante, nas infecgdes do trato urinrio e
nas Urpsepses.

ORSKOV & ORSKOV (1983b), KLEMM (1985) ¢ KORHONEN et al
{1988) caracterizaram vérias adesinas expressas por £. celi urinarias, bacteriémicas e

associadas com meningite.(Tabela 3).

TABELA 3 - Caracteristicas das principais adesinas de E. coli

causadoras de infecgdes extra-intestinais *

Adesina Peso Didmetro Hemaglutinagio Doenca
molecular(d}) {nm) associada
Fimbria P* 18000 5-7 MHMR pieloneftite
22000
Fimbria §* 15950 5-7 MHMR meningite € sepse
neonatal

Hemaglutinina 14500 2-3 MHMR

Dr{075X)

Fimbria tipo 1* 17000 5-7 MHMS muito freqgiiente
{F1A) patogénicas ou ndo

Fimbria 1C* 16000 5-7 -

* Morfologicamente todas sfo fimbrias
Referdncias: ORSKOV & ORSKOV {1983a) e KORHONEN et al (1988).
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As adesinas diferem em sua especificidade de unido a receptores de células
epiteliais de composicdes quimicas diferentes, em suas propriedades hemaglutinantes, em
suas propriedades sorologicas, em sua codificagdo genética e, também, em seu aspecto
morfoldgico,

GAASTRA & GRAAF (1982), ORSKOV & ORSKOV (1983b) e KLEMM
{1985) descreveram que a maioria das adesinas s3o apéndices filamentosos, retilineos, de
uns 7 nm de didmetro ¢ de 0,2 a 2 um de comprimento, que se iradiam em forma peritriquia
a partir da superficie celular, em niimero de 100 a 1000 por célula e que recebem o nome de
fimbria. Estas sdo constituidas por cerca de 1000 subunidades protéicas idénticas.

As expressas por E. coli extra-intestinais sdo todas codificadas em genes
LYOMOSSOMICOS.

As adesinas também tém side observadas, tanto em apéndices flexiveis de 2 a
3 nm de difmetro, de natureza proteica, denominadas fibrilas tendo sido descritas por KIM
et al (1990) e NOWICKI et al (1990), como também na superficie de capsulas proteicas,
segundo trabathos de HARBER (1985), GRUNBERG et al (1988) ¢ HOSCHUTZKY et al
{1989).

Baseando-se em sua propriedade hemaglutinante, as adesinas de £. coli
podem ser classificadas em 3 grupos:

a) adesina com hemaglutinagio manose sensivel (HMS),

b} adesina com capacidade hemaglutinante resistente a manose(HMR},

¢) adesina ndo hemaglutinante
DUGUID et al (1979) e EVANS Jr. et al (1979), (1980a),(1980b) e (1981),

classificaram as cepas de E coli em diferentes tipos ¢ padrdes de hemaglutinagio, frente a

eritrocitos de véarias espécies.
De acordo com BRINTON Jr {1965), DUGUID et al (1979) ¢ ORSKOV &

ORSKOV (1983b), a hemaglutinagio manose sensivel(HMS) é devida a fimbria tipo 1,
presente em amostras patogénicas € ndo patogénicas de £. coli. ORSKOV & ORSKOV
{1985) ¢ KORHONEN et al (1988), preconizaram que existem argumentos a favor ¢ contra
o papel da fimbria tipo 1 na patogénese da E. coli, mas, em geral, considera-se que ndc é um

fator de viruléncia.
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A adesio das E. coli uropatogénicas as células do uroepitélio humano é
resistente 4 manose, de acordo com SVANBORG-EDEN & HANSON (1978),
GONZALES & BLANCO (1987) ¢ KALLENIUS & MOLLBY (1979) fizeram a correlagio

com a capacidade de aglutinar eritrocitos humanos na presenga de D-manose.

Uma dificuldade no estudo das adesinas €, segundo ORSKOV & ORSKOV
{1983b), KORHONEN et al (1988) e de REE & van den BOSCH (1989), que muitas cepas
podem expressar varios tipos { 2 ou 3 ) de diferentes adesinas, incluindo-se também algumas

variedades {1 a 3 ) de fimbrias P.

Além disso, existe um fator complicador que ¢ o fendmeno de variagio de
fase presente em quase todas as adesinas e que pode ocorrer tanto “in vitro”, como "in
vivo", durante infecgdes sistémicas em camundongos (NOWICK] et al 1986) e em infecgdes
do trato urinario em humanos (PERE et al 1987). Segundo EISENSTEIN (1981) e
KISIELIUS et al (1989), este fendmeno consiste em que, dependendo das condigdes
ambientais, as bactérias podem expressar um ou outro tipo de adesina, ou simplesmente ndo

expressar nenhum tipo de fator de colonizagio.

KORHONEN et al (1988), trabalhando com técnicas de imunofluorescéncia
direta e indireta e utilizando cepas controles, que expressavam somente um tipo de fimbria,
localizou 0s receptores celulares das diferentes adesinas de E. coli por todo o trato urinario,

assim como alguns inibidores da adesdo, presentes na urina humana (Tabela 4).

Introdugdo - 8



TABELA 4 - Ades#o das fimbrias e adesinas de £.coli a0 rim e bexiga humanos,
as células do sedimento e aos inibidores presentes na urina humana normal.

Tecido Adesina
fimbria fimbria fimbria fimbria adesina
P S tipo 1 tipo 1C 075X
Rim
capsula de
Bowman +++ +++ - - i+t
Glomérulo 4+ +4+ - - -
Tabulo prox ++ A+ 4+ - 4+
Tubulo distal ++ ++ (+) -+ et
Coletor + -+ *® e et
Endotélio -+ bt o . .
Bexiga
Epitéhio + ++ - - +
Endotélio + - ++ bt -
Muscular + + et " 5
Tec.conjunt. - ++ - - N
Células do sedimento  + + - - +
Inibidores na Urina*
Oligossacarideos - - + nd +/-
TH glicoproteina - + {+} - .

nd= ndo determinado  TH=Tamm-Horsfall
Referdntia; KKORHONEN et al (1990)

adesdo tecidual gradouada em +i+ (intensa) a - (ndo detectivel), (+) adesdo muito fraca
*+ intensa interaglo, (+) pequena interacdo, - auséneia de interagio
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Com esses resultados, KORHONEN et al (1981), KORHONEN et al (1988)
e PARKKINEN et al (1988) chegaram a conclusio de que as diferentes adesinas de E. coli
apresentavam um marcante tropismo pelos diferentes tecidos do trato urinario. Elas se
ligam, diferente ¢ seletivamente, a restritos locais do tecido e varias superficies epiteliais do
trato urinario mostram diferencas na sua reatividade com as adesinas. Segundo esses
autores, ndo basta que uma adesina se una a0s receptores celulares para ser considerada
como um fator de viruléncia, pois, além disso, esses receptores ndo devem ser excretados de
forma soluvel na unma. Esse pré-requisito foi cumprido unicamente pela fimbria P, mas nio
pela fimbria tipo 1, nem pela fimbria 8.

A fimbria P une-se, com diferente afinidade, 4 superficie epitelial de todo o
trato urindrio. Este fato apoia a idéia de que as cepas com fimbria P podem ascender pelo
trato urinario, até o rim €, em seguida, invadir a corrente circulatoria.

A fimbria S, associada 2 meningite e sepse, mas nio a ITU, tem um padrio
de unifio ao trato urinario semelhante ao da fimbria P. A diferenca reside no fato de que na
urina humana existem inibidores (principalmente a glicoproteina de Tamm-Horsfall) que, nas
concentragles usuals na urina, impedem a adesfio mediada pela fimbria S.

De acordo com KORHONEN et al (1988), a fimbria tipo 1 ndo se une ao
epitélio da bexiga, ¢ pequenas moléculas com manose, presentes na urina humana, podem
impedir sua possivel adesdo ao trato urinario. Estes resultados descartam claramente o papel
da fimbria tipo 1, como um fator de viruléncia nas ITU.

Como a fimbria tipo 1C pode ser expressa por cepas que também possuem a
fimbria P, KORHONEN et al (1988) acreditam que devido 2 sua capacidade de adesdo aos
tibulos coletores, elas podem aumentar o poder invasivo das cepas P fimbriadas, pois essas
apresentam pouca afinidade com os tibulos coletores.

A adesina Q75X também denominada hemaglutinina Dr, possibilita a
colonizaglio do trato urinario baixo e, seu poder de unifio s membranas basais pode
representar um importante fator, quando a superficie epitelial das vias urinarias altas

encontra-se traumatizada.

3.1.1 FIMBRIA P
As fimbrias P sdo, segundo ORSKOV & ORSKOV (1985), as adesinas mais
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importantes das FE. coli causadoras de ITU, representando um fator de viruléncia
caracteristico das cepas causadoras de pielonefrite.

Segundo KALLENIUS et al (1981a) ¢ SVENSON et al (1983), o receptor
celular dessa adesina faz parte do antigeno do grupo sangiiineo P, sendo entdio denominada
fimbria P. Outras denominages podem ser pilus "pap" (de pyelonephitis-associated pili) ou
pilus "Gal-Gal". Os receptores para a fimbria P, compostos por glicolipideos
{alfa-D-Gal-(1-4)-beta-D-Gal), tém sido encontrados em eritrocitos e células uroepiteliais,
segundo LEFFLER & SVANBORG-EDEN (1981), ROBERTS et al (1984b) e SVENSON
& KALLENIUS {1983).

KALLENIUS et al (1981b) demonstraram que a fimbria P estava presente
em 91% das cepas urinarias causadoras de pielonefrite em criangas, e em apenas 7% das E.
coli fecais de controles sadios.

DOMINGUE et al (1985) e JACOBSON et al (1985) estabeleceram
respectivamente, que 100% e 90% das cepas isoladas de pacientes adultos com pielonefiite
expressavam a fimbria P. DOMINGUE et al (1985) comprovaram que a fimbria P era
expressa em 34% das cepas isoladas de cistite, ¢ em 38% das isoladas de bacteritria
assintomatica.

Estudos realizados, em macacos, por ROBERTS et al (1984a), (1984b) e
{1985), permitram demonstrar que a fimbria P desempenha papel decisivo no
desencadeamento da pielonefrite. Ao inocularem cepas com fimbria P, na bexiga de 6
macacos, 4 deles desenvolveram pieinneﬁite; enquanto que nenhum dos 8 macacos
inoculados com cepas de E. coli ndo portadoras de fimbria P a desenvolveram. Os macacos
imunizados com fimbria P purificadas ficaram protegidos das cepas pielonefritogénicas.

ORSKOV & ORSKOV  (1983b), empregando técnicas de
contraimunoeletroforese, concluiram gue existem 10 tipos soroldgicos de fimbrias P! F7y,
F7,, F8, F9, F10, F11, F12, F12 relacionado, F13 e F14.

ORSKOV & ORSKOV (1983b) e NIMMICH et al (1984) encontraram uma
correlagio entre os diferentes tipos sorologicos de fimbria P e determinados sorotipos O: Kt
H. Nio obstante, de REE & van den BOSCH (1989) n3o confirmaram essa associagio.

De acordo com KORHONEN et al (1982), as fimbrias P tém uma morfologia

similar & da fimbria tipo 1, s#o apéndices retos de 5 a 7 nm de didmetro. Possuem cerca de
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1000 subunidades idénticas, denominadas fibrilinas, responsaveis pela existéncia dos
diferentes tipos soroldgicos.

Ainda que temham sido desenvolvidas técnicas soroldgicas (aglutinagio,
imunoprecipitagio, ELISA e contraimunoeletroforese) ¢ de hibridizagio de DNA, para se
detectarem as cepas que expressam a fimbria P, 0 método mais especifico e sensivel consiste
na aglutinagio com particulas de latex unidas ao receptor da fimbria P. Esse método foi
desenvolvido por SVENSON et al (1982) e (1983) ¢ MOLLBY et al (1983).

312 FIMBRIA S

Segundo KORHONEN et al (1985), a fimbria § une-se a receptores
celulares compostos por glicoconjugados que contém acido sialico. Tem sido detectada em
cepas de ITU mas, fundamentalmente, tem sido associada & E. coli causadora de sepse ¢
meningite neonatal.

Morfologicamente, as fimbrias § sdo idénticas as fimbrias tipo 1 e &s fimbrias
P Sdo filamentos retos de 1 a 2 um de comprimento e de 5 a 7 nm de didmetro, tal como
descrito por KORHONEN et al (1984).

As adesinas S hemaglutinam eritrocitos humanos em presenga de D-manose
{HMR). A hemaglutinagio ¢ eliminada pelo tratamento prévio dos eritrocitos com a enzima
neuraminidase, ou pela incubagfo das bactérias com sialil alfa-(2-3)-N-acetilgalactosamina,
tendo, portanto, uma forte afinidade por alfa-(2-3)-sialilgalactosideos.

Os receptores celulares com sialilgalactosideos estio amplamente
distribuidos, segundo PARKKINEN et al (1988), nos tecidos humanos e de ratas.

3.1 3. HEMAGLUTININAS Dr

Dentre as cepas HMR™Y que apresentavam adesinas sem um receptor de
natureza quimica conhecida (adesina X), foram detectadas numerosas cepas do sorogrupo
(75 que possuiam uma nova adesina entdo denominada O75X. VAISANEN-RHEN (1984)

examinou 15 cepas do sorogrupo 075 isoladas de ITU e comprovou gue 9 delas possuiam
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adesinas Q75X com atividade HMR com eritrécitos humanos, mas ndo com eritrécitos de
carneiro, nem de coetho. Na microscopia eletrOnica, apresentavam, em sua superficie, umas
fibrilas enroladas, muito diferentes dos apéndices retilineos caracteristicos das fimbrias P e
da fimbria tipo 1.

Posteriormente, NOWICKI et al (1988) demonstraram que as adesinas 075X
upiam-se 20 antigeno do grupo sangiineo humano Dr, motivo pelo qual sdo atualmente
conhecidas como hemaglutininas Dr. As moléculas que contém tirosina ou cloranfenicol, que
tém estrutura similar a N-acetil-tirosina, inibem sua hemaglutinagdo, NOWICK et al (1988)
comprovaram que os receptores para as hemaglutininas Dr também sio encontrados na
membrana basal tubular e na capsula de Bowmam de rins humanos. WESTERLUND et al
{1989) comprovaram que 0 colageno tipo IV € o receptor na membrana basal.

NOWICKI et al (1989), utilizando uma sonda com o gene dra D,
mvestigaram, por hibridizagdio de DNA, 658 cepas de E. coli isoladas de pacientes com ITU
¢ de fezes de pessoas sadias. A hemaglutinina Dr foi detectada em 26% das cepas
procedentes de cistite, em 6% das cepas de pieloneffite, em 6% das cepas de bacteritiria
assintornatica ¢ em 15% das cepas fecais de controle. Os sorogrupos mais freqilentemente
encontrados nas cepas com hemaglutininas Dr, foram o 075, 02 ¢ O12; mas também foram
encontradas cepas Dr' nos sorogrupos O1, 04, 06, 011, 015, 017, 018, 021, 078, 033 ¢
G157

3.1.4.FIMBRIA TIPO 1

A fimbria somatica tipo 1, também denominada fimbria tipo 1A (FjA),
caracteriza-se, fundamentalmente, segundo, DUGUID & GUILLIES (1957), BRINTON Ir
{1965) e DUGUID et al {1979), por sua capacidade de hemaglutinar eritrécitos de cobaia,
de forma sensivel A manose. Portanto, na composico dos receptores celulares, o agicar D-
manose desempenha um papel importante.

De acorde com BRINTON Jr. (1965), DUGUID & GUILLIES (1957) ¢
DUGUID et al (1979), a maior parte das cepas de . coli, tanto patogénicas como ndo
patogénicas, expressam a fimbria tipo 1, que segundo ADEGBOLA & OLD (1987) também

¢ expressa por outras enterobactérias.

Introdugdo - 13



A fimbria tipo 1, além de aglutinar eritrécitos de cobaia na auséncia de
manose {manose-sensivel), também adere a células de rim de macaco, a células uroepiteliais
de ratos, segundo KORHONEN et al (1981) HAGBERG et al (1981) descrevem que
enquanto as fimbrias com atividade HMR aderem a células uroepiteliais transicionais, a
fimbria tipo 1 s células escamosas.

Os resultados de ORSKOV et al (1980) e de CHICK et al (1981) indicam
que 2 fimbria tipo 1 também adere ao muco urinrio formado pela proteina de Tamm-
Horsfall. Essa proteina ¢ encontrada livie na urina e PARKKINEN et al (198%)
comprovaram que, em concentragles urinirias normais, ela inibe a adesdo mediada pela
fimbria tipo 1.

DUNCAN (1988} publicou que em altas concentragdes a proteina de Tamm-
Horsfall {maior que 100ug/mi) inibe completamente a adesdo de E. coli HMR™ as células
transicionais, enquanto que baixas concentragdes (5 a 25 ug/ml) aumentam essa aderéncia.

Por outra parte, FUJITA et al (1989) observaram que a fimbria tipo 1
também possibilita a aderéneia de E. coli & superficie de células epiteliais de ureteres
humanos extirpados, o que sugere que esta fimbria também pode estar implicada nas
infecgdes urinarnias altas,

Ainda que a questdio nfio esteja definida, tem-se a idéia geral de que, se essa
fimbrnia tiver algum papel nas ITU, este deveria ser, fimdamentalmente, nas infecgdes baixas
do trato urinario, segundo SCHAEFFER et al (1984), HOPKINS et al (1986), MOBLEY et
al {1987), e VIRKOLA et al (1987).

Trabalhos experimentais em ratos, realizados por SVANBORG-EDEN et al
{1983b) e O'HALEY et al (1985), para comparar os papéis das fimbrias HMS' ¢ HMR™
concluiram que enquanto as HMR™ provocaram pielonefrite, as HMS™ somente induziam

cistite.

3.1.5 FIMBRIATIPO I C

ORSKOV & ORSKOV (1983b) demonstraram que a fimbria FiC,

assemelha-se morfolégica e quimicamente 3 fimbua tipo 1, e comprovaram que ndo
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hemagiutina eritrocitos humanos, de macacos, de bovinos, de carneiro, de cavalo, de cobaia
e nem de galinha.

PERE et al (1985) empregando anticorpos monoclonais estabeleceram a
freqiiéncia das fimbrias FICY em 313 E coli isoladas de infecgBes extra-intestinais ¢ de
fezes de pessoas sadias detectando-a em 27% das cepas pielonefritogénicas, em 13% das
cepas de cistite, em 11% das cepas de bacteritria assintomatica e em 15% das procedentes
de bacteriemia ¢ meningite e em 0% das cepas fecais. Os referidos autores comprovaram
que a maior parte das cepas FIC possuiam fatores de viruléncia adicionais, que 78% delas

eram hemoliticas (Hly™) e que 67% expressavam fimbria P.

3.2. TOXINAS

A Escherichia coli pode produzir alfa hemolisina (Hly), fatores necrosantes
citotéxacos (CNF1 e CNF2), enterotoxinas ( LT I, LT 1, STa e 8Tb), verotoxinas (VT 1 ¢
VT2)

3.2. LALFA HEMOLISINA (Hly)

A alfa hemolisina (Hly) é considerada um importante fator de viruléncia das
E. coli causadoras de ITU , sepse, apendicite, peritonite, € outras infecgdes extra-intestinais,
desde ps trabathos de ORSKOV & ORSKOV (1985) ¢ van den BOSCH et al (1982)

As E coli Hly", segundo EVANS et al (1981), GREEN & THOMAS
{1981), van den BOSCH et al (1982), KORHONEN et al (1985) e CAPRIOLI et al (1987),
foram isoladas mais freqientemente em ITU (34% a 60%) ¢ em bacteriemias (25% a 38%),
que em fezes de pessoas sadias (3% a 6%) segundo publicagdc de CZIROK (1985). De
acordo com VAISANEN-RHEN et al (1984), a porcentagem de cepas hemoliticas ¢ maior
entre as piclonefritogénicas que entre as associadas a cistite ou bacteriiria assintomatica. De
acordo com EVANS et al (1981), van den BOSCH et al (1982), HUGHES et ai (1982) ¢
(1983) ¢ CZIROK (1985), a maioria das cepas hemoliticas (56% a 64%) pertencem aos
sorogrupos 04, 06, 018, 075
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LOW et al (1984) demonstraram que, nas cepas dos sorogrupos 04 ¢ 06, os
genes que codificam para 3 produgdo de hemolisina e a capacidade HMR estiio muito
proximas no cromossomo. Esta observacio estid de acordo com a correlagio encontrada
entre a produgdo de Hly e a atividade hemaglutinante resistente 4 manose.

SMITH (1963) comprovou que, quando injetados intravenosamente, os
extratos com altas concentragdes de hemolisina eram téxicos para camundongos.

KETYI et al (1983), inoculando as bactérias na bexiga de camundongos
recém-nascidos, comprovaram que as amostras hemoliticas rugosas induziam infecgdes na
bexiga e no nm, enquanto que as cepas rugosas nfo hemoliticas nflo tinham capacidade
infectiva.

Para GADEBERG & LARSEN (1988) e MOBLEY et al (1990) 2 alfa
hemolisina, além de destruir eritrocitos, resulta citotdxica sobre outras células brancas entre
as quats se incluem fibroblastos, granulocitos e outros leucdcitos.

MOBLEY et al (1990) observaram que a alfa hemolising tinha um efeito
nefrotoxico de destruiclo das células epiteliais dos nibulos proximais do nefro.

Por outro lado, GADEBERG et al (1989) demonstraram que a alfa

hemolisina impede a fagocitose das E. coli Hly™ ao destruir a toxina dos fagocitos.

3.2.2. FATORES NECROSANTES CITOTOXICOS (CNF1 e CNF2)

CAPRIOLI et al (1983) descobriram que algumas cepas de E. coli, isoladas
de criancas com enterites, produziam uma toxina com atividade nmecrosante, que nio era
secrefada livremente no meio de cultivo, denominando-a fator necrosante citotdxico (CNE).

A toxina CNF, associada 4 célula bacteriana, além de causar necrose na pele
de coethos, provocava segundo CAPRIOLI et al (1983) e (1984), o aparecimento de células
gigantes multinucleadas, em vérias linhagens de culturas celulares (Hel.a, Vero, CHO, MA-
104, Mac Coy), impedindo a divisio celular sem aparentemente afetar a replicaglo dos
acidos nucleicos. Observaram também, que todas as suas amostras CNFT, isoladas de
criangas com diarréia, eram também hemoliticas, e concluiram que CNF e Hly eram
moléculas independentes. Posteriormente CAPRIOLI et al (1984) e De RYCKE et al (1989)
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purificaram CNF, mostrando que se tratava de uma proteina de 115.000d, diferente da alfa
hemolisina Trabalhando com 100 cepas CNF™ CAPRIOLI et al (1987) detectaram que
somente uma née era hemolitica, ¢ propuseram a criagio de dois grupos de cepas
hemoliticas: cepas Hlyt CNF' e cepas Hly" CNF-.

CAPRIOLI et al (1987) encontraram E coli CNF em 37% das amostras
isoladas de ITU, em 5% das amostras de pacientes com diarréia e em 0,9% daquelas
isoladas de fezes de pessoas sadias.

Trabalhando com 123 cepas Hly' isoladas de infecgdes extraintestinais ¢ de
fezes de criangas com e sem diarréia, CAPRIOLI et al (1989) revelaram que 76 amostras
eram Hly" CNF' e 47 Hly™ CNF-, Das 76 cepas Hly® CNF*, 66 (87%) pertenciam tdo
somente a seis sorogrupos(02, 04, 06, 022, 075 e 083); enquanto as 47 cepas Hly™ CNF-
distribuiram-se por 21 diferentes sorogrupos O, dos quais somente 2 (06 ¢ OB)Ieram
relativamente fregiientes.

Nio se conhece, com certeza, a localizagfio dos genes que codificam CNF.
Nio obstante, CAPRIOLI et al (1987) supde que estdo no cromossome bacteriano, ja que
20 examinarem o contetido plasmidico de 19 cepas Hlyt CNF'> 9 delas ndo tinham
plasmideo.

De RYCKE et al (1987) e (1990) demonstraram que a £. coli pode produzir
2 tipos de fatores necrosantes citotdxicos e propuseram denomind-los CNF1 e CNF2. Para
esse novo grupo de cepas produtoras de CNF1 e CNF2, GONZALES & BLANCO (1989)
propuseram o nome de E. coli necrosantes (NTEC)

As toxinas CNF1 ¢ CNF2 podem ser distinguidas por sua atividade biologica
e também por técnicas soroldgicas. Em células Vero, CNF1 e CNF2 produzem efeitos muito
semethantes, praticamente indistinguiveis, mas em células Hela provocam efeitos
citopaticos diferentes, tais como descritos por De RYCKE et al (1990). Também tem-se
observado que tanto os extratos ultrassdnicos das cepas CNF1*, como das CNF2' sio
letais para camundongos adultos, quando injetados intra-peritonealmente, ¢ os extratos

ultrassdnicos das cepas CNF2 apresentam uma maior atividade letal.

Qutra caracteristica que diferencia entre as NTEC ¢é que, somente as cepas

{NF17 estiio associadas as hemoliticas.
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3.3 ANTIGENOS O e K (SOROTIPOS O:K:H)

Os lipopolissacarideos (LPS) das bactérias Gram negativas sio constituidos
pelo polissacarideo, responsavel pela especificidade do antigeno O, pela regidio central e pelo
lipide A hidrofobico, que ancora a parede celular & membrana externa bacteriana.

Segundo MARGET et al (1987), o lipide A ¢é altamente téxico, induz
nflamagio e provoca a resposta imunologica humoral especifica. Acredita-se que o LPS
{endotoxina) ¢ responsavel pela indugio da manifestacio do choque, associado com
infecgdes severas por Gram negativos.

De acordo com SOBEL (1991), durante a cistite ou a pielonefnite, é provavel
que o LPS bacteriano desempenhe um papel importante, induzindo a resposta inflamatéria.
Em adigdo, o LPS ¢ acompanhado pela sintese de IgM e IgG, primariamente direcionados
a0 componente kpidico A De acordo com THULESIUS & ARAJ (1987), os
lipopolissacarideos também atuam reduzindo o peristaitismo do ureter, facilitando a
ascensdo da E. cofi | até o rim, por um ureter, relativamente dilatado e hipotdnico.

A capsula polissacaridica da E coli ¢ responsivel por seu antigeno K
especifico. Em organismos capsulados como S prewmoniae, H. influenzae e N
meningitidis, a capsula polissacaridica é um fator de viruléncia, por restringir a agdio do
complemento ¢ interferindo com a fagocitose pelos polimorfonucleares neutrofilos (PMN).
SYANBORG-EDEN et al (1987), trabalhando com camundongos com ITU ascendente e
usando mutantes bacterianos, sugerem que a capsula polissacaridica pode, de maneira
semelhante "in vivo", resistir & fagocitose dentro do parénquima renal. Isso ¢ refletido pela
alta prevaléncia de certos antigenos K em E. coli isoladas de pacientes com pielonefiite.
Ainda segundo SVANBORG-EDEN et al (1987), os antigenos K mais comuns sdo K1, K2,
K5 Ki3 e K51

LINDBERG et al {1975) revelaram que 80% das cepas de pielonefrite, 59%
das procedentes de cistite e 31% daquelas isoladas de casos de bacteritiria assintomatica,
pertenciam 20s sorogrupos 01, 02, 04, 06, 07, 016, 018 e O75

No Brasil, WATANABE et al (1985), trabathando com 1113 amostras de
E.coli isoladas de diferentes quadros clinicos, determinou o sorogrupo de 104 (25,4%]) das

amostras de cistite, sendo que O6 aparece em 39 (37,7%) das cepas, seguido por O18ac em
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20(19,25%]), por 11 (10,5%) de 07, por 10 (9,6%) de O2 ¢ também por 075 e em menores
proporgdes, por 0l1ab,04 e 08.

Na Tabela 5 apresentamos os sorotipos (O: K: H: ), mais freqlientes entre as
cepas que causam ITU.

TABELA 5 - Sorotipos de E. colf que causam ITU

01 K1: H7 ou H-
02: K1: H4 ou H-
04: K2: H1

04 K3

04: K12: Hl ou HS
06: K2 Hi

07. K1 H-

09 K34: H-

016: K1: H6 ou H-
016: K2: Hé
0O18ac: K5 H?
075 K5: H-

Referéncias MABECK et al (19715,0RSKOV et af (1982) e SANDBERG et al (1988).

SANDBERG et al {1988) revelaram que 65% das cepas isoladas de
pielonefrite ndo complicada englobavam-se em somente 9 sorotipos (O1: K1: H7, O1. K1
H-, 02: K1: H-, 04: K12: H1, O7: K1; H-, 09: K34: H-, O16: K1: H6, O16: K1: H- ¢ O75:
K5 H-). As cepas desses 9 sorotipos foram encontradas somente em 10% dos casos
complicados por uma enfermidade de base, em 30% das pielonefrites com anormalidades

anatémicas e somente em 9% dos casos de cistite.
Trabalhando com cepas isogénicas O757K5% e 075°K5%, HAGBERG et al
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{1984) chegaram a conclusio de que o antigeno O facilitava a persisténcia do
microrganismo na bexiga e rim de camundongosos. Nio obstante quando se comparou a
toxicidade dos antigenos O de E. coli extraintestinais com os antigenos O de E. coli da flora
normal, ndo foram detectadas diferencas.

A quantidade de antigenos K presente parece ser importante para a viruléncia
de £ coli. Assim, KAIJSER et al (1977) confirmaram que as cepas de £ coli
pielonefritogénicas, além de possuirem o antigeno K mais freqiientemente, também possuiam
maior quantidade deste antigeno que as cepas isoladas de cistite ou das fezes de pessoas
sadias,

Por sua vez, KETYI et al (1983) inocularam cepas rugosas K17 e K1-, na
bexiga de camundongos lactentes, através da parede abdominal. A infecg8o na bexiga € no
rim, observada apés 2 a 3 semanas de incubagdo, levou os autores a concluir que a presenga
do antigeno K aumenta a viruléncia das bacténias. GLYNN & HOWARD (1970),
trabalhando com antigeno K, revelam que esse antigeno recobre as bactérias, protegendo-as

da fagocitose e da aglo bactericida do complemento sérico.

3.4, RESISTENCIA AO SORO E A FAGOCITOSE

De acordo com TAYLOR et al (1980), a E. coli pode ser morta pelo soro,
devido 4 agfo do complemento. As cepas de £ coli com a molécula completa do
polissacarideo O s@o menos susceptiveis ao poder bactericida do soro que as semi-rugosas
ou rugosas. Segundo SVANBORG-EDEN et al (1987), a resisténcia ao soro €, em parte,
dependente do LPS da parede bacteriana, mas ndo ¢ significantemente influenciada pelo
polissacarideo capsular. Esse fato tem sido contestado por LEYING et al (1990) que,
recentemente, descreveram um método, utilizando mutantes K1 polissacaridec negativo e
publicaram que a expressdo capsular K1 € um présequisito para a resisténcia ao soro, € que
a perda da capacidade de sintetizar K1 acarreta a perda da resisténcia ao soro.

Apesar da estreita correlagio entre a atividade bactericida do soro ¢ a
capacidade da E. coli de invadir a corrente circulatoria e nela sobreviver, os mecanismos que

possibifitamn essa resisténcia nfio estdio bem claros. A resisténcia a0 soro parece ser um
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problema multifatorial, estando implicados tanto os antigenos K, como os O e algumas
proteinas da membrana externa.

De todo modo, a questdo ¢ controversa ¢ apresenta resultados divergentes,

Apds quantificar o antigeno K, GLYNN e HOWARD (1970) observaram
que as cepas ricas nesse antigeno resistiam melhor 4 atividade bactericida do soro que as
cepas com pouca quantidade de antigeno K ao passo que TAYLOR (1976) nfio encontrou
correlaclo entre a quantidade de antigeno K e a suscetibilidade 2 agfio bactericida do soro.

CROSS et al (1984) observaram que 95% das cepas de bacteriemia eram
resistentes ao soro, relacionando esta habilidade com a presenga do antigeno K1 e outros
antigenos K.

Segundo McCABE et al (1978), HUGHES et al (1982) ¢ TAYLOR (1984),
os lipopolissacarides da parede celular também desempenham um importante papel na
resisténcia ac soro, comprovandoe que as cepas dos sorogrupos 06, O7, 018 ¢ 075 sdo mais
resistentes que cepas de outros sorogrupos. Além disso, é bem conhecido o fato de que as
cepas lisas, que, por mutacgdo, se transformam em rugosas, podem passar a ser sensiveis ao
SOT0.

HUGHES et al (1982) encontraram uma associago entre a produgio de alfa-
hemolisina e a resisténcia ao soro, nas cepas de £. coli causadoras de ITU dos sorogrupos
06,018¢ 075

CROSS et al (1984) chegaram a conclusdo de que o antigeno K1, mas ndo
outros antigenos K, protegia a bacténia da faéocitose. A resisténcia a opsonofagocitose, pelo
soro humano e leucocitos polimorfonucleares, por parte das cepas K1 parece ser devida ao

baixo poder imunogénico desse antigeno K1,
3.5. AEROBACTINA

CARBONETTI et al (1986) encontraram ¢ sistema de captagfo de ferro
aerobactina em 69% das E. coli isoladas de bacteriemia, em 75% das pieloneftitogénicas, em
60% das obtidas de cistite e em 34% das E. coli fecais isoladas de pacientes sadios. De
forma andloga, ORSKOV et al (1989) detectaram o sider6foro aerobactina em 76% das £,

coli pielonefritogénicas, em 56% das isoladas de cistite e em 43% das isoladas de bacteriiiria
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assintomatica ¢ das fezes de pessoas sadias. JACOBSON et al (1988) além de detectar a
expressdo da aerobactina, mais freqiientemente em casos de pielonefrite (72%) que em casos
de cistite (42%), encontraram uma correlagiio significativa entre a produgio de aerobactina e
a expressdo da fimbria P. Assim, 75% das cepas com aerobactina expressaram a fimbria P,
frente a somente 46% de cepas aerobactina positiva dentre as que nfo expressavam P.
GADO et al (1989) mostraram que a produclio de aerobactina era mais fregiiente nas cepas
HMR™, hemoliticas, K1t ou K5*, que nas cepas que ndo possuiam esses fatores de
viruléncia.

MONTGOMERIE et al (1984) também observaram que a presenca de
agrobactina correlacionava-se com a letalidade, mas nio com a infeccio renal dos
camundongos; o que sugere que a aerobactina pode desempenhar um papel importante na
invasdo da corrente circulatoria.

A E. coli, além da aerobactina, pode expressar outro siderdforo conhecido
como enterobacting. Este segundo sideroforo, implicado na captagio de Fet3, é encontrado
praticamente em todas as E. coli, patogénicas ou nfo.

A enterobactina mostra uma maior afinidade pelo Fe™ que a aerobactina;
mas sua afipidade "in vivo" reduz-se muite ao ser blogueada com soroalbumina, e suas

moléculas se decompdem depois de um Gnico uso
4.ASPECTOS DA RELACAO PARASITA/ HOSPEDEIRO

KORHONEN et al (1990) referem que os fatores mecinicos de protegio das
superﬁcies' epiteliais, por exemplo: fluxo urinério, peristaltismo intestinal ¢ secregiio salivar,
sdo importantes na defesa contra as bactérias. Para colonizar o epitélio o microrganismo
necessita vencer o efeito desses fluxos aderindo firmemente ao local da infecgio. A adesfio ¢
necessaria tanto para a bactéria causar doenga, quanto para estabelecer-se como constituitite
da nossa flora normal.

A difusio do microrganismo pelo trato urindrio depende nfo somente dos
fatores de viruléncia da bactéria, mas também das defesas do hospedeiro presentes na urina,
bexiga, ureter e rim.

Existem mecanismos de antiaderéncia no trate urindrio, que podem ser
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especificos (por ex: imunoglobulinas) ou completamente inespecificos, interferindo com a
colonizagdo de todos os organismos. (Tabela 6)

TABELA 6 - Mecanismos de antiaderéncia de defesa do hospedeiro

Fisicos
efeito mecanico do fluxo da micgdo
exfoliagdo de células eucaribticas
Oligossacarideos urinarios
Imunoglobulinas urinarias{ SIgA)
Proteina urinaria de Tamm-Horsfall

Mucopolissacarideo da mucosa (glicosaminoglican)

Referéncia: SOBEL (1991)

CHAN et al (1985) mostraram que os lactobacilos podem fazer uma exclusio
competitiva dos uropatdgenos nas celulas uroepiteliais humanas, interferindo assim com a
adesdo.

STAMEY et al (1971) e (1973} ¢ PFAU & SACHS (1981), observaram gue
a mucosa vaginal estd normalmente colonizada por lactobacilos, porém, em mutheres com
ITU de repeticdo, a superficie mucosa do intréito vaginal apresenta-se colonizada com
microrganismos entéricos. Segundo FOWLER & STAMEY (1977), KALLENIUS &
WINBERG (1978) e SCHAEFFER et al {1984), esse fato tem sido atribuido a um aumento
na receptividade das células vaginais e uroepiteliais, 4 adesdo de cepas de E. coli.

De acordo com SVANBORG-EDEN et al (1983A), essa maior receptividade
g, proifavehnente controlada por fatores genéticos que, segundo SCHAEFFER et al (1984),
refletem-se pela prevaléncia de certos tipos de HLA ou, de acordo com LOMBERG et al
{1983), relacionam-se com substincias de grupos sangiineos, que podem aparecer na
superficie de células uroepiteliais, funcionar tanto como receptores para a adesdo de
estruturas de superficie das bactérias, quanto como bloqueadores da adesdio a receptores

menos proeminentes. Segundo KINANE et al (1982), pacientes nfo secretores dos grupos
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sangiiineos AB ¢ B apresentam um maior risco 4 ITU em comparagio aos pacientes
secretores ou aqueles com outros grupos sangiiineos. De acordo com SHEINFELD et al
(1989), existe uma hipotese de que a superficie das células epiteliais dos secretores esta
associada a oligossacarideos dos grupos sangiiineos A, B e H, que podem encobrir os
receptores menos proeminentes para a aderéncia bacteriana, prevenindo, dessa maneira, a
adesdo,

ORSKOV et al (1980) mostraram que o uromucoide urinario (proteina de
Tamm-Horsfall) rico em residuos de manose, adere avidamente a E. coli e pode impedir a
ligagdo as células uroepiteliais.

SVANBORG-EDEN et al (1978) comprovaram que as imunoglobulinas IgG,
IgA e SIgA presentes na urina de pacientes com pielonefiite pode inibir a aderéncia das £.
colf 4 células uroepiteliais,

PARSONS et al (1977) e (1980) identificaram outro mecanismo natural de
antiaderéncia, na bexiga de varias espécies animais: cdes, coelhos, ratos e camundongos Sob
condigdes experimentais, a bexiga é resistente a colonizaglo, apesar da inoculagio de grande
numero de bactérias patogénicas. Apds um tratamento rapido da bexiga com &cido
cloridrico diluido, ocorre um dramético aumento da aderéncia e colonizagdo por diversas
bactérias testadas, incluindo E.coli. Essas observacles suportam o conceito de um
mecanismo natural de superficie, sensivel a acido. Apos 24h do tratamento com o acido a
fungBo de antiaderéncia retorna na bexiga intacta. PARSONS et al (1975) e (1979)
realizando estudos histolégicos em bexigas humanas e de animais identificaram uma fina
camada de mucopolissacarideos recobrindo as células epiteliais transicionais da mucosa
vesical. Técnicas histoquimicas tem revelado uma deplegdio do mucopolissacarideo apds o
tratamento acido. Apds 24 horas esta camada torna-se novamente visivel ¢ acredita-se que
seia regenerada localmente pelas células transicionais (PARSONS 1979). A analise quimica
do mucopolissacarideo tem revelado um glicosaminoglicam hidrofilico que atrai um filme
aquoso, de Agua ou urina, sobre essa superficie (PARSONS 1979).Ndo estd claro como o
mucopolissacarideo interfere com a aderéncia.

| PARKINNEN et al (1988) em humanos, mostraram que a urina normal
contém numerosos oligossacarideos incluindo mono-oligossacarideos, que inibem a adesdo

da fimbria tipo 1. e que o maior inibidor da fimbria § ¢ a glicoproteina de Tamm-Horsfall.
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Quanto a fimbria P, nenhum inibidor solivel foi encontrado na urina.

SCHIFFERLI et al (1986), trabalhando com agentes antimicrobianos usados
com sycesso na profilaxia da LT.U. por longos periodos, conseguiram demonstrar que seus
efeitos protetores em doses subterapéuticas podem ser explicados pois, em doses
extremamente baixas, esses agentes inibem a expressio de fimbrias, sem afetar o
crescimento bacteriano

4.1. ADAPTACAO, "IN VIVO", DOS FATORES DE VIRULENCIA

As cepas de E. coli uropatogénicas sao selecionadas da flora fecal em virtude
de suas habilidades de colonizar, persistir e induzir inflamagfo no trato urinario. Quando a
E. coli alcanga o parénquima renal a inflamacfo inicia-se, freqlientemente, na medula. Apés
a invasdo, alguns dos fatores de viruléncia bacterianos nfio mais constituem uma vantagem
biologica e, de fato, podem comprometer a sobrevivéncia bacteriana dentro do rim.

Apos entrar no rim, a E. coli nfio mais expressa fimbria tipo 1, ¢ esta
adaptagio bioldgica é denominada variagio de fase. SILVERBLATT (1974) e OFEK et al
{1981) concluiram que bactérias fimbriadas sfio mais virulentas na fase de colonizag¢io ou
aderéncia, enquanto que bactérias afimbriadas podem ser mais virulentas nas fases de
invasio ¢ hematogénica.

QOutras caracteristicas desses microrganismos incluem a perda dos antigenos
O e K 0 que torna-os menos vilneraveis a resposta inflamatéria normal do hospedeiro.

De acordo com, SVANBORG- EDEN et al (1984), a fimbria tipo 1 pode ser
um facilitador do reconhecimento bacteriano e da fagocitose por polimorfonuclear (PMN),
pois estes possuem residuos de manose na membrana celular que atuam como receptores
naturais para essas fimbrias. Nos PMN, ndo tem sido encontrado receptores correspondentes
a nenhuma outra adesina bacteriana.

De acordo com SVANBORG-EDEN & de MAN (1987), as cepas
pielonefritogénicas aderem em maior nGmero, as células epiteliais que forram o trato
urinario. ORSKOV & ORSKOV (1983a), publicaram que mais de 80% das cepas
pielonefritogénicas pertencem a 8 antigenos O : O1, 02, 04, 06, O7, 016, 018, 075. Os
antigenos K mais comuns sdo K1, K2, K5, K12, K13. A distribuicdo dos antigenos O e K
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das cepas pielonefritogénicas diferem, segundo LINDIN-JANSON (1977), daquelas que
causam cistite ou bacterifiria assintomatica e também das E. coli isoladas da flora fecal.

A aderéncia "in vitro" das cepas de E. coli pielonefritogénicas é maior que a
das cepas de cistite, ou das obtidas de pacientes com bacteriiiria assintomatica. A menor
aderéncia € observada com as cepas fecais.

SVANBORG-EDEN et al (1976) ¢ KALLENIUS et al (1981a) mostraram
que o aumento na capacidade de aderir pode ser observado nas E. coli piclonefritogénicas
isoladas de bebés, criangas, adultos e idosos de ambos os sexos, sendo gue as adesinas mais
especificas sio as fimbrias Pe S,

Segundo LINDIN-JANSON et al (1977), 2 producio de hemolisina é mais
encontrada nas cepas piclonefritogénicas que nas de cistite, especialmente se acompanhadas
por bacteriernia.

ORSKOV & ORSKOV (1983a2), e SVANBORG-EDEN et al (1987)
sugerem que a maioria das F. coli uropatogénicas, pertence a um pequeno nimero de clones
que tém acumulado multiplas propriedades de viruléncia e que aumentam sua habilidade de
infectar o trato urinrio.

As cepas de E. coli, associadas a pielonefrite e urosepse, tém adquirido
varios fatores de viruléncia mediados por cromossomos, enquanto que cepas associadas &
cistite possuem menos fatores de viruléncia,

Esses achados sugerem gque, na auséncia de fatores predisponente dos
hospedeiro, os fatores de viruléncia desempénham um maior papel na infecgiio alta do trato
urinario, gue nas infecgdes baixas.

As andlises dos fatores de viruléncia em urina recém emitida indicam que
quanto mais comprometido o trato urinano, menos se encontra expressdo fenotipica ou
capacidade genética de produzir fatores de viruléncia nessas pacientes.

Esta conclusiio pode refletir que temos ainda que identificar outros relevantes

fatores de viruléncia para a bexiga.
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II- OBJETIVOS




1-Correlacionar a resposta local da mucosa vesical, de
pacientes com cistite, com os fatores de viruléncia produzidos pelas

respectivas cepas de E.coli.

2- Analisar a dependéncia na producfo e/ou expressdo dos

diferentes fatores de viruléncia, frente a idade das pacientes.

Objetivos27



III - CASUISTICA E METODOS



1. PLANEJAMENTO EXPERIMENTAL

LI PACIENTES

Foram selecionadas 159 pacientes, do sexo feminino, em diferentes faixas
etarias, atendidas nos ambulatorios do Hospital das Clinicas da Unicamp, apresentando
quadro clinico de cistite. O diagnostico laboratorial foi realizado no Laboratorio de
Microbiologia Clinica do Hospital das Clinicas da UNICAMP.

Foram excluidas as pacientes que no momento da coleta, apresentassem
febre, dor a punho percussio (sinal de Giordano) e/ou mal estado geral que pudesse
caracterizar suspeita clinica de pielonefrite aguda ou qualquer quadro infeccioso, Pacientes
sabidamente com anomalias do trato urinario, ou qualquer doenga de base também foram
excluidos. Nenhuma paciente fazia uso de antibiGticos nas 2 semanas que antecederam a

coleta,
111 CARACTERIZACAO DA CISTITE

O diagnostico de cistite foi baseado em:

1} cnitérios clinicos: ardor & micgdo, polaquitria, urgéncia urinaria e/ou perda
urinria de esforgo;

2) urocultura com contagem de colonias superior a 100.000 UFC/ml, com

¢rescimento de um Gnico tipo de microrganismo.

4.1.2. CLASSIFICACAO DAS PACIENTES QUANTO A RESPOSTA MUCOS4 LOCAL
A quantificagio dos leucécitos e hemacias na urina permitiu, juntamente com
a presenca de bacteriGiria, a avaliagdo da resposta do hospedeiro. Assim, as pacientes

apresentaram 3 tipos de resposta:
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a) presenga de bacteritiria com leucocitiiria (BL);
b} presenca de bacteriGria com leucocitiiria e hematiria (BLH);

]

¢} presenca de bacteritiria sem leucocitiria (B).

1.1.3. CLASSIFICACAQ DAS PACIENTES SEGUNDO 4 IDADE.

As 159 pacientes foram subdivididas em 4 grupos, tomando-se como base a
idade de 50 anos. Inicialmente foram analisadas as pacientes com idade igual ou inferior a 49
anos ¢ aquelas com idade igual ou superior a 50 anos. Posteriormente, os fatores de
viruléncia foram analisados em mais 2 faixas etarias: igual ou inferior a 30 anos e igual ou
superior a 60 anos,

A pesquisa da dependéncia entre os fatores de viruléncia foi realizada nesses

4 grupos de pacientes.

2. PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

21. COLETA DA URINA

A coleta foi realizada com a paciente em posigdo ginecoldgica, ap6s assepsia
genital, ApOs a retirada do antisséptico com 4gua e secagem dos genitais com gaze estéril,
solicitava-se a paciente que iniciasse a micgfio, e era coletado, em frasco estéril, o segundo
jato da primeira mic¢80 da manhé, ou uma amostra de urina apds estase vesical superior a 4
horas. Nas criancas, foi praticada a mesma metodologia, com troca do saquinho coletor

estéril a cada 30 minutos. Em nenhuma das pacientes foi realizada a sondagem vesical.
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2.2 UROCULTURA

A semeadura da urina foi realizada em, no maximo 10 minutos, com alga
calibrada que transporta 0,01 ml, inicialmente em um meio pobre em eletrolitos (CLED),
para obtengdo de cresvimento homogéneo dos germes mais freqiientes e para impedir que as
amostras de Proteus desenvolvessem seu véu. Assim esse meio possibilita a contagem das
coldnias.

Uma segunda aliquota de urina foi semeada, por esgotamento, no meio de
Eosina Azul de Metileno (EMB), para obtenglio de colonias isoladas € verificagio da pureza
da cultura, As placas foram incubadas a 37°C, por 24 horas.

O nimero total de bactérias pode ser obtido contando-se as unidades
formadoras de colOnias e multiplicando-as pelo fator de diluigdo 100. |

Consideramos positivas, ou seja presenca de bacteriiria, as urinas que
apresentaram contagem superior a 10° UFC/ml, com crescimento de um (nico tipo de
migrorganismo (cultura pura).

O crescimento de mais de um tipo, independentemente da contagem, foi

interpretado como contaminacio da amostra e nova coleta foi realizada.

2.3, IDENTIFICACAO DAS CEPAS DE E.coli

Uma coldnia isolada da placa com EMB foi semeada nos metos de EPM,
MILi e citrato segundo Simmons, nessa ordem, com 0 mesmo indculo. Os 8 testes quando
considerados conjuntamente com a reagio de fermentacio da lactose, observada na placa de
EMB, permitem identificar com fidelidade a grande maioria das enterobactérias isoladas de

espécimes clinicos, especialmente as cepas de E£.coli.
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MEIQ DE EPM (TOLEDO et al 1982a)

O meio de EPM ¢ uma modificagio do antigo meio de Rugai e Aratjo e

contém os seguintes testes: produgio de gés por fermentagio da glicose; producio de H5S;

hdrolise da uréia e desaminagdo do triptofano.

MEIQ DE MILi (TOLEDO et al 1982b)

O meio de MILi permite pesquisar a motilidade, a produgiio do indol e a
descarboxilacio da lisina.
Das amostras com bacterilinia, a cepa identificada como E.coli foi repicada

no meio de Ligniéres e estocada a temperatura ambiente ¢ também refrigerada.

2.4 . QUANTIFICACAO DOS LEUCOCITOS E HEMACIAS NA URINA.
Uma aliguota de urina sem cenirifugar fol colocada em cidmara de Fucks-
Rosenthal montada com laminula. As hemacias e leucécitos foram contados ¢ o valor
encontrado multiplicado por 10600 para obtermos o nGmero/ml. Ndo foram visualizados
cilindros em nenhuma das amostras, e também nio foi observado dismorfismo eritrocitario,
Consideramos leucocitirta a contagem igual ou superior a 4000/ml ¢

hematiria, a contagem igual ou superior 3 3000/ml,

2.5. DETECCAO D4 FIMBRIA TIPO 1

A partir da cultura estoque, a cepa foi repicada em caldo de infusio de
cérebro e coragio (BHI) ¢ incubada a 37°C. Apos 24 horas de incubagio, foram semeadas

em CFA (EVANS et al 1980) e reincubadas por 24 horas a 37°C.
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O crescimento bacteriano foi suspenso em salina fosfatada (PBS) e frente &
escala 3 de Mac Farland, ajustado o nimero de células totais para aproximadamente 9 x 108
células/ml,

As hemacias de cobaia foram coletadas no dia do teste, em citrato de sodio
3,8%. Foram lavadas por 3 vezes em PBS. Da papa de hemacias, foram feitas 2 suspensdes
a 2% em PBS, a primeira em PBS sem manose e a segunda em PBS com 1% de D-manose
{ SIGMA) (PBS-M).

Os testes foram realizados em l&minas de vidro, em banho de gelo. Sobre a
linmna foi colocada uma gota da suspenséo de hemacias em PBS e do outro lado 1 gota da
suspensdo de hemacias em PBS-M. Sobre cada uma delas foi adicionada 1 gota da
suspensdo bacteriana. Apds homogeneizagdo, consideramos positiva a presenca de
hemaglutinagiio, que aparece em até 2 minutos.

Uma cepa possui atividade hemaglutinante na presenca de D-manose (cepa
HMR™}, quando hemaglutina a hemacia de cobaia na presenca ou auséneia de D-manose
com a mesma intensidade. Considera-se que uma cepa possui atividade hemaglutinante
sensivel a D-manose (HMS™) quando hemaglutina hemacias de cobaia somente na auséncia
da D-manose.

A bactéria que expressa fimbria tipo 1 pode ser caracterizada por uma HMS™

com hemacias de cobaia.

2.6. DETECCAO DA FIMBRIA P

As cepas de F.coli, foram semeadas em BHI caldo e incubadas a 37°C. Apods
24 horas foram repicadas em CFA (EVANS et al, 1980) e novamente mcubadas a 37°C por
mais 24 horas. As bactérias foram suspensas em PBS seguindo a escala 3 de Mc Farland.

Fot utilizado o reativo PF-test da Orion Diagnostica (Finlindia). Cada carto
contém uma gota dessecada de particulas de latex aderidas ao receptor da fimbna P

{alfa-D-Gal-(1-4)-beta-D-Gal) e outra gota dessecada de particulas de latex sem o
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dissacarideo. Foi adicionada uma gota da suspens3o bacteriana a ser testada, e agitada para

homogeneizar por 2 minutos.

A presenga de aglutinagiio confirma que a cepa de E.coli expressa a fimbria

2.7. DETECCAO DA FIMBRIA §

As cepas foram cultivadas em CFA (EVANS et al 1980), incubadas a 37°C
por 24 horas e posteriormente, suspensas em PBS.

A fimbria 8 fot detectada seguindo a técnica descrita por KORHONEN et al
{1984), tratando previamente as hemacias humanas com neuraminidase.

Assim, cepas que perdem a capacidade de hemaglutinagiio apds o tratamento
dos eritrécitos, podem ser denominadas fimbrias 8, pois a neuraminidase retira os residuos

de dcido sidlico, receptor dessa fimbria, da superficie celular.

2.8 DETECCAO DA HEMAGLUTININA Dr

A hemaglutinina Dr foi pesquisada em 21 amostras de FE.coli que
apresentavam HMR' com hemacias humanas do fenétipo P17 e que ndo expressavam a
fimbria P.

As cepas foram cultivadas em Luria 4gar, incubadas a 37°C por 24 horas e
posteriormente suspensas em PBS contendo 20 microgramas/ml de cloranfenicol, segundo
descrito por NOWICKI] et al (1988}

Foram consideradas como positivas para expressdo da hemaglutinina Dr, as

cepas cuja aglutinagio frente a heméacias humanas foi inibida pelo cloranfenicol
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2.9. DETECCAQ DA HEMOLISINA

Foram semeadas por picada, 10 cepas por placa contendo agar com 5% de
sangue desfibnnado de carneiro. As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e foram

observados os halos de hemolise total (beta hemdlise) produzidos pela alfa hemolisina (Hly).

2.10. DETECCAQ DO FATOR NECROSANTE CITOTOXICO
2.10.1. OBTENCAO DE EXTRATOS COM MITOMICINA C

O experimento para obtencio de extratos com mitomicina C foi realizado,
segundo BLANCO et al {1990), semeando a cepa de E.coli em 5ml de TSB (pH 7,5) em
erlemeyer de S50mi e incubando-o (37°C/5h) com agita¢dio. Foi adicionado a cultura, 20 pl
de uma solucio de mitomicina €, de maneira que a concentragiio final no meio fosse de
0,5 W/ ml . Incubou-se novamente por mais 15 horas. A cultura foi centrifugada a 6000xg
por 15min a 49C, e o sobrenadante foi filirado em membrana de 0,22um (Millipore).

Os extratos com mitomicina C, assim obtidos, conservam-se a 4°C por no

maximo 2 semanas.
2.10.2. DETECCAQ DE TOXINAS EM CELULAS VERO E Hela.

As monocamadas celulares foram tratadas com tripsina ¢ ajustadas para a
concentragio celular de 2x107células/ml, em meio de manutengdo suplementado com 10%
de soro fetal bovino. Foram distribuidas em microplaca de 96 orificios de fundo chato, e

incubadas (37°C/5% CO;/24h) até obtengdo de monocamadas confluentes. No momento do
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ensaio, o meio de cultura foi retirado e adicionado o meio essencial minimo com solugio
salina de Earle (MEM), com antibidticos (penicilina, estreptomicina, polimixina B e
fungizon) ¢ metil isobutilxantina (0,05mM) (Sigma) como inibidor da fosfodiesterase, Foram
adicionados 100u! do extrato com mitomicina C a cada orificio, a placa foi incubada

(370C/5% COy) e a leitura efetuada apos 24 e 48 horas, em microscopio invertido.

2.11. SOROTIPAGEM: DETERMINACAO DO SOROGRUPO O

A determinagio do sorogrupo das 159 cepas de E.coli, de nosso estudo, foi

realizada frente aos 167 antissoros O.

2.11.1. PREPARACAO DAS SUSPENSOES BACTERIANAS

Apos cultivo em TSA por 24 W/ 37°C, as bactérias foram suspensas em dois
tubos contendo 2ml de solugio salina, ajustada para a concentragio de 1,8 x 10

bactérias/mi {escala 6 de Mc Farland). Os tubos foram aquecidos para expor o antigeno O.

2.11.2. DETERMINACAQ PRESUNTIVA DO ANTIGENO O

As suspensdes bacterianas aquecidas, foram colocadas frente a todos os
antissoros.

Quando a cepa apresentava aglutinagiio frente a um dos antissoros O,
procedemos a titulagdo do antigeno O (prova confirmativa). A cepa que nio apresentava
aglutinagdo frente a nenhum dos antissoros, foi considerada como ndo tipavel (NT)

(BLANCO et al 1992).
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2.11.3. CONFIRMACAO DO SOROGRUPO O

A titulagio quantitativa para confirmacgio do antigeno O, foi realizada com
antissoros com titulo alto (superior a 1/640), diluido a 1/80 no momento do uso. Para a
wdentificacdo do sorogrupo de cada cepa, foram considerados apenas os titulos com valores
iguats ou supertores aos obtidos com a cepa homdloga.

A sorogrupagem de nossas cepas, foi realizada pelo Professor Jorge Blanco

da Universidade de Santiago de Compostela, na Faculdade de Veterinaria, Lugo, Espanha.

2.12. CONSERVACAO DAS CEPAS
As cepas foram semeadas, por picada, em agar Ligméres e conservadas a
temperatura ambiente e também refrigeradas, mantendo-se vidveis, sem necessidade de

repigues, por pelo menos 3 anos.

2.13. CEPAS DE E.coli DE REFERENCIA

Em todos os ensaios foram empregadas cepas de E.coli controles positivas ¢
negativas para cada caracteristica a ser estudada.

Cepa de E.coli E123 : fimbria P, fimbria tipo 1=, HMR™ hemacias humanas.
Gentilmente cedida pelo Dr Ken-ichi Tomochica, F.C.M., Universidade de Okayama,
Okayama, Japio.

Cepa de E.coli ORN11S; fimbria tipo ' Gentilmente cedida pelo Dr
ORNDORFF.

Cepa de E.coli MR 48 (CNF1™) e B 20a (CNF2™), gentilmente cedidas pelo

Prof Jorge Blanco, Universidade de Santiago de Compostela, Lugo, Esparha.
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IV - RESULTADOS



1- ESTUDO DOS FATORES DE VIRULENCIA DE ACORDO COM O QUADRO
CLINICO LABORATORIAL E FAIXA ETARIA.

Das 159 pacientes estudadas, em 41 (25,8%), nio foi detectada leucocitiria,
67 (42,1%) apresentaram somente leucocitiiria e 51 (32,1%) cursaram com leucocitiiria e
hematiria, evidenciando que na vigéneia da resposta inflamatéria local, esta pode ocorrer
com ou sem sangramento.( Tabela 7 ).

Salientamos que, todas as 41 pacientes sem leucocitiria (B) evoluiram
também sem hematiria, sugerindo que esta ocorre somente na presenga do processo

inflamatério.

TABELA 7 - Distribuigio das pacientes segundo ¢ quadro
clinico-laboratorial baseado na quantifica¢io

dos leucdcitos e hemacias na urina.

Quadro climeo Namero de pacientes (%)
BL 67 (42,1%)
BLH 51 (32,1%)
B 41 (25,8%)
TOTAL 159

BL : bacteritiria com leucocinhiria
< e BLH; bacteritiria com leucocittria € hematiinia

— " B : bacteriiria sem leucocitinia e sem hematiria
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1.1. ANALISE DA DISTRIBUICAO ETARIA DAS PACIENTES NOS GRUPOS BL,
BLHEB.

Analisamos a distribuigdo etdria de nossa populagio, visto que a idade pode
interferir na resposta da paciente. (Tabela 8).

TABELA 8- Analise da idade das pacientes nos 3 grupos

Varidveis Grupos de pacientes

BL ‘BLH B
nimero de pacientes 67 51 41
idade maxima 82 77 76
idade minima (anos) 2 0,08 8
idade média 34,82 34,85 43,78
desvio padrio 19,89 20,72 18,09

BL-= bacteridria com leucocitaria
BLH= bacterifiria com leucocituria e hematiria

B= bacterilria sem leucocituria e sem hematina

A anjlise estatistica segundo o teste de Kruskal-Wallis mostra que, nos
grupos BL ¢ BLH, a idade das pacientes nio é significativamente diferente (semelhantes),
porém o grupo B € composto por mutheres significativamente mais idosas.(valor do
teste=0,27 ¢ p=0,043).

Inicialmente, subdividimos as pacientes em duas faixas etarias e analisamos a
homogeneidade dos dois grupos com corte em 30 anos.

1) pacientes com idade igual ou inferior a 49 anos

2) pacientes com idade igual ou superior a 50 anos (Tabela 9)
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TABELA 9 -Distribuigfo dos grupos BL, BLH ¢ B segundo duas

faixas etarias: menor ou igual a 49 anos ¢ maior ou igual a 50 anos.

Grupos : Faixas etarias{anos)

<= 49 >=50  TOTAL

BL 51 16 67
BLH 40 11 51
B 27 14 41
TOTAL 118 41 159
BL = bacteritiria com leucocitiria BLH= bacteritria com leucocitiria

¢ hematina B = bacteridria sem lencocitiiria ¢ sem hematiria,

A analise estatistica realizada pelo teste de Kruskal-Wallis mostra que, ndo
existe diferenga significativa de idade entre as pacientes que constituem os grupos BL, BLH
e B, quando consideradas as faixas inferior ou 1gual a 49 anos (valor do teste= 4,82 e
p=0,08%) ou supertor ou igual a 50 anos ( valor do teste=0,86 ¢ p=0,65)

1.2, - DISTRIBUICAO DOS FATORES EM RELACAO A IDADE DAS PACIENTES.

Analisando a Tabela 10, notamos que, denire as 41 pacientes com 1dade igual
oy superior a 50 anos, 16 (39%) apresentaram BL, 11 (26,8%) apresentaram BLH ¢ 14
£34,1%) apresentaram somente B.

A produgdo de hemolisina foi mais freqiiente entre as cepas isoladas de B
7{50%), estando presente em somente 3(27%) das BLH, porém, nfo hd prevaléncia
significante de Hly, em nenhum dos trés grupos.
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A fimbria tipo 1 foi expressa por 6 (54,7%) das cepas de BLH ¢ por 6
{37,5%;) das BL, porém, foi, também, expressa por 7 (50%}) das B, mostrando, assim, ndo
haver prevaléncia significante em nenhum dos grupos.

O fator necrosante citotéxico (CNF1) foi produzido por 2 (12,5%) das cepas
de BL, por 4 (36,4%) das cepas BLH e por 4 (28,6%) das amostras B, o que,
estatisticamente, ndo apresenta diferenga significante entre as freqiiéneias para nenhum dos
grupos.

A fimbria P foi expressa por 2 (12,5%) das cepas de BL, aparecendo em
maior porcentagem dentre as cepas de BLH (27,3%) e em 2 (14,3%) das cepas B, porém,

sua presenca ndo ¢ significante em nenhum dos trés grupos de pacientes.{ Tabela 10).

TABELA 19 - Fatores de viruléncia das cepas de E.coli

isoladas de pacientes com idade igual ou superior a 50 anos.

Grupos N° Pacientes (%) Fatores de viruléncia (%)

Hiy* tipo 1 CNF1+ Fpt
BL 16(39,0) 5(31,2) 6 (37,5) 2(12,5) 2(12,5)
BLH 11(26,8) 3(27,3) 6{54,7) 4 (36,4) 3(27,3)
B 14(34,1) 7 (50,0) 7(50,0) 4 (28,6) 2 (14,3)
TOTAL 41 15 (36,6) 19 (46,3) 10244 7LD

BL = bacterifria com leucocitiria sem hematina

BLH = bacteritiria com leacocituria ¢ hematina

B = bacteritiria sem leucocitiria e sem hematiria.

Hiy*=produgdc de hemolisina (x2=1,69, GL=2, p=0,428).

tipo 1 ~expressio de fimbria tipo 1.(x2=:0,87, GL=2 p=0,645)

CNF1* =produgdo do fator necrosante citotéxico.(x=2,21, GL=2, p=0,330).
FPt =expressio da fimbriz P.(x%=1,12, GL=2, p=0,570).

Resultados - 40



Na tabela 11 mostramos a freqiéncia dos fatores de viruléncia, nas pacientes
com idade inferior ou igual a 49 anos.

Os fatores de viruléncia Hly, fimbria tipo 1 e CNFI1 distribuem-se -
homogeneamente nos trés grupos, porém, a expressic da fimbria P foi significativamente
mais freqiente entre as amostras de £.coli isoladas de pacientes com leucocitiria (BL) ou
com leucocitiria e hematuria (BLH).

TABELA 11 - Fatores de viruléncia das cepas de £.coli isoladas

de pacientes com idade igual ou inferior a 49 anos.

Grupos  N° Pacientes (%) Fatores de viruléncia (%)
Hiy*+ tipo 1 CNF1t | FP+
BL 51(43,2) 19(37,2) 26(51,0) 12(23,5)  12(23,5)
BLH 40(33,9) 17(42,5) 18(450) 10(250)  15(37.5)
B 27(22.9) 7(25,9) 15(55,3) 9‘(33,3) 2{7,4)
TOTAL 118 43(36,4) 59(50,0) 31(263)  29(246)

BL = bacterigria com leacocitiria

BLH = bacteritria com leucocitiria ¢ hemattria

B = bacteritiria sem lencocitiria e sem hemataria.

Hiy"= produgio de hemolisina.(x2=1,93; GL=2; p=0,379

tipo 1=expressio da fimbria tipe 1.(x2=0,75; GL=2; p=0,686).

CNF1* = produgio do fator necrosante citotéxico{xzx{),%ﬁ, GL=2, p=0,629)
FPt = expressio da fimbria P, (x2=7,92, GL=1; p=0,018)
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Para correlacionar a presenca desses fatores de viruléncia com a leucocitiria,
passamos & comparar os dois extremos de nossa amostragem, ou seja, as pacientes com
bacteritiria sem leucocituria (B) frente iquelas com bacteridria e leucocitiria com ou sem
hematiria(BL+H), porém, com nimero de leucocitos superior a 1.000.000/ml. Dessa
maneira, estamos comparando dois tipos de resposta inflamatéria mucosa local auséncia de

leuctcitos e presenga de intensa leucocitiria (Tabela 12).

TABELA 12. Fatores de viruléncia das amostras de E.coli isoladas de

pacientes com quadro clinico-laboratorial de cistite: comparagdo entre

os grupos B e BL+H.
Grupos N° Pacientes Fatores de viruléncia (%)
Hiy* tipo 1 CNF1t Fpt
B 41 14(34,1) 22(53,7) 1331,7) 4(9,8)
BL+H 32 13(40,6) 14(43 8) 6(18,8)  10(31,3)

= bacterifiria sem leucocitiria e sem hematiria
BL+H=bacterifitia com intensa leucocitiria (>1.000.000/ml) com ou em hematGria,
Hiy™= produciio de hemolisina.(x2=0,323, GL=1, p=0,569)
tipo 1= expresso da fimbria tipo 1.(x2=0,706, GL=1 p=0,300)
CNF1*= produgio do fator necrosante citotoxico.(x2=1,567, GL=1, p=0,210).
FP*= expressdo da fimbria P.(x£=5,357, GL=1, p=0,020).

A anilise estatistica evidenciou que Hly', expressio da fimbria tipo 1 e
produgiio de CNF1 distribuem-se, igualmente, entre os dois grupos e que somente a

expressdo da fimbria P fo1, significativamente, mais freqliente entre as amostras de E.coli

isoladas de pacientes com intensa leucocitiinia.
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2- ANALISE DOS FATORES DE VIRULENCIA.

2.1. DEPENDENCIA ENTRE OS FATORES DE VIRULENCIA DAS CEPAS
ISOLADAS DAS PACIENTES EM DIFERENTES FAIXAS ETARIAS.

Partindo-se do fato de que um dnico fator de viruléncia pode nfo explicar os
diferentes quadros clinicos, investigamos a2 dependéncia entre fatores de viruléncia das

cepas de E.coli isoladas de pacientes em diferentes faixas etarias (Tabela 13)

TABELA 13- Dependéncia entre os fatores de viruléncia das cepas de F.coli

isoladas de pacientes em 4 diferentes faixas etarias.

Associagio entre 2 faixas etanas{(anos)
fatores de viruléncia <30 <=49 >=50 >60
=59 n=118 n=41 =23

Hiy X tipo 1 dep dep nio ndo
Hiy X CNF1 dep dep dep dep
Hiy X FP ndo nio néo ndo
tipol X CNF1 dep dep néo ndo
tipol X FP ny nv ndo ndo
{NF1 X FP néo nio nio nio

dep= presen¢a de dependéncia

nfio= auséncia de dependéncia

inv= dependéncia inversa

n=namero total de pacientes em estudo
analise estatistica= ver anexo
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Dependéncia direta significa que, a presenga de um dos fatores implica na
presenca do outro e dependéncia inversa, que a presenga de um dos fatores implica na

auséneia do outro.

A ndo dependéncia significa que, nfo existe correlaciio estatisticamente

significante entre os fatores de viruléncia.

A tabela 13 evidencia, também, que a dependéncia entre Hly+ e CNF1+ esta

presente em todas as idades.

Algumas dependéncias, presentes nas cepas isoladas das pacientes com idade

inferior ou igual a 49 anos, ndc ocorrem nas mulheres mais idosas.

E interessante notar que a dependéncia inversa, observada na expressio das
fimbrias tipo 1 e P, que aparece nas cepas isoladas de pacientes com idade inferior ou igual
a 49 anos, ndo acontece entre as cepas isoladas de pacientes com idade superior ou igual a

50 anos.

Ainda de acordo com a Tabela 13, podemos definir um perfil fenotipico das
amostras de F. coli., dentre as pacientes com idade inferior ou igual a 49 anos:

as cepas tipo 17 sdo Hly", CNFit e FP-;

as cepas Hly' sdo tipo 17, CNF1+ e FP-,;

as cepas CNF17 sdio tipo 1, Hiy' e FP~;

as cepas FP séo tipo 1~ e ndo existe correlagio com Hly e CNF1.

2.2.CORRELACAO ENTRE 08 FATORES DE VIRULENCIA

Foram analisadas as possiveis correlagBes entre os fatores de viruléncia,
independentemente da idade ou guadro clinico laboratorial da paciente. Os resuitados estdo

demonstrados na Tabela 14,
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TABELA 14- Caracteristica das cepas de E.coli

produtoras de alfa-hemolisina,

fatores de viruléncia n° positivas (%)

n° total
fimbria tipo 1 38/58 (65,5%)
CNF1+ 37/58 (63,8%)
Fp° 18/58 (31,0%)

CNF1- producio do fator necrosante citotéxico
FPT = expressio da fimbria P

Das 58 cepas Hly™, 38 (65,5%) expressam fimbria tipo 1 e 37 {63,8%)
produzem CNF1, porém, a expressio da fimbria P aparece em menor porcentagem, sendo

mais prevalente entre o grupo de pacientes que tem BLH.

Na Tabela 15, mostramos as caracteristicas das £.cofi produtoras de CNF1,

TABELA 18- Caracteristica das cepas de £.coli produtoras de CNF1

fatores de viruléncia n° positivas (%)

n’ total
Hiyt 37/41 {90,24%)
Fpt 4/41 (9,75%)
Hiv™"= produgdo da hemolisina FP+= expressdo da fimbria P
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Podemos observar que, das 41 cepas CNF1*, 37 {90,2%) sdo também
hemoliticas, ¢ somente 4 expressam FP+ Na Tabela 16, avaliamos os fenétipos téxicos das

cepas 1soladas de nossas pacientes.

TABELA 16- Incidéncia de £ coli com diferentes fendtipos toxicos

fenotipos n°® positivas (%)

n® total
Hlyt CNF1T 37/159 {(23,27%)
Hiy* CNF1- 21/159 (13,20%)
Hiy- CNF1T 4/15% (2,51%)
Hly- CNF1- 97/159 (61,0%)

Hiy= produgdo de hemolisina CNFEl=produgio do fator necrosante citotoxico

Dentre as pacientes com cistite, 97 (61%) ndo produzem nenhuma das 2
toxinas, o perfil Hiy™ CNF17" aparece somente em 37 (23,27%) das cepas, enquanto que 21
{13,20%) sdo cepas Hly" CNF1~.

Na Tabela 17, avaliamos os fenétipos toxicos somente das cepas que

expressaram fimbria P.

Resuttados - 46



TABELA 17- Caracteristica das E.coli que

expressam fimbria P
fenétipo toxico n° cepas=36(%)
Hly" CNF1* 4(11,1)
Hly* CNF1- 14 (38,9)
Hly" CNFIT 0
HLY- CNF1- 18 (50,0)
Hiy= produgfio da hemolisina

CNF1= produgdo do fator necrosante citotdxico

Podemos observar que 18 {50,0%) das cepas FP* nfo produzem toxina, ¢

que 18 sdo hemoliticas.

3- DISTRIBUICAO DOS SOROGRUPOS DE E.coli ISOLADAS NOS
DIFERENTES GRUPOS DE PACIENTES.

A sorogrupagem das cepas de F.coli isoladas de pacientes com cistite

mostrou a seguinte distribuigdo (Tabela 18).
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TABELA 18- Distribuigdo dos sorogrupos de E.coli isoladas de
pacientes com cistite, segundo o tipo de resposta do hospedeiro.

SOTOETUPO grupo de pacientes

das E.coli BL BLH B Total (%)
=67 n=3] n=4] n=15%

NT 16
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m 1
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012 2 1 3
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NT=niio tipavel

BL= bacteridria com leucovitiria

BLH=bacteridria leucocitiria ¢ hematliria

B =hacteritria sem lencocitina ¢ sem hematiia
7= nlmero de pacientes em esticio
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Das 159 amostras isoladas, 32 (20,1%) sfio nfio tipaveis, e as 127 restantes
distribuem-se por 38 sorogrupos, sendo que as mais freqilentes pertencem a 7 sorogrupos;
086, 07, 01, 02, 075, 018 ¢ 014 respectivamente, representando 77 (48,43%) das cepas

iscladas ou 60,6% das tipaveis.

E importante observar que, estes 7 sorogrupos foram mais freqlientemente
identificados dentre as pacientes com leucocitiria acompanhada ou ndo de hematiria 59
{76,6%), que dentre as pacientes sem resposta inflamatéria local 18 (23,4%). Na Tabela 19,

analisamos os sorogrupos somente das amostras que expressaram fimbria P.

TABELA 19- Sorogrupos das E.coli

que expressam fimbria P.
Sorogrupos n® de cepas
01 4
02 3
06 2
04 3
07 9
016 1
018 4
Q75 4
012 1
015 i
021 2
NT | 2

NT= nio tipavel
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Podemos observar que os sorogrupos mais freqientes 01, 02, 04, 06, 07,

016, O18 e 075, compreendem 30 (83,3%) das bactérias, prevalecendo o sorogrupo 07,
isolado em 25% das cepas FP+.

TABELA 20- Caracteristicas das cepas de . coli do sorogrupo 06.

fatores de viruléncia n® positivas n°total (%)
Hiy* 18/23 (78,3%)
Fpt 2/23 ( 8,7%)
CNF1t 20/23 (87,0%)
Hly= produgio de hemolisina
FP= expressdo da fimbria P

CNF1=produgo do fator necrosante citotoxico

Individualizando, na Tabela 20, todas as cepas de E.coli, do sorogrupo 06, e
relacionando-as com os fatores de viruléncia, podemos observar um fendtipo toxico,

produzindo Hly e CNF1 e nfo um fendtipo de aderéncia.

4 - PESQUISA DA FIMBRIA §
A expressdo da fimbria S nfio foi detectada em nenhuma das 159 cepas
estudadas.

5 - PESQUISA DA HEMAGLUTININA Dr

A expressio da hemaglutinina Dr foi detectada em apenas trés {14,3%) das
21 cepas estudadas que, apresentam HMR+ com hemacias humanas do fendtipo P1+ e que
ndo expressavam a fimbria P, sendo que, uma pertence ao sorogrupo 02, outra ao

sorogrupo 18 e a terceira foi ndo tipavel.
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V - DISCUSSAO



A presenga da £ coli no interior da bexiga acarreta diferentes tipos de
resposta inflamatdnia local, que podem ser medidos pela presenca de leucdcitos e hemacias
na urina recém emitida.

Ao estudarmos como responde a mucosa vesical das 159 pacientes com
cistite por E.coli, determinamos que existem trés tipos de resposta do hospedeiro (Tabela
7). A bacteriuria com leucocitiiria (BL) foi detectada em 67 (42,1%) das pacientes, e 51
(32,1%0) evoluiram com bacteritria leucocitlria e também com hematiria (BLH). Por outro
lado, 41 (25,8%) das pacientes ndo apresentaram leucocittiria (B), evidenciando que existe
um grupo de pacientes que pode cursar sem qualquer resposta inflamatoéria da mucosa
vesical. Salientamos que todas as 41 pacientes sem leucocitiria evoluiram também sem
hematiria, sugerindo que ndo ha hematiria na auséncia do processo inflamatorio.

Focalizando esse fato, a partir do microrganismo, podemos inferir que, tanto
¢ possivel a existéncia de cepas que ndo estimulam a resposta do hospedeiro, quanto cepas
que estimulam somente a leucocitGiria. Ha também outras cepas que, além de estimularem a
leucocitiiria, poderiam expressar algum outro fator de viruléncia, ainda nio descrito, que as
capacitaria a invadir a mucosa, 4 semethanca das cepas de E. coli invasoras do trato
intestinal, e serem, assim, responsaveis pelo sangramento vesical. O fato de nfo terem sido
detectadas, em nossa amostragem, pacientes que apresentassem hematiriana auséncia de
leucocitiria, corrobora essa observagio.

SVANBORG EDEN et al (1986), trabalhando com modelo animal,
sugeriram que a inflamagfio da mucosa vesical € o grande fator de depuragio bacteniana do
rim, que o lipide A ¢ o maior indutor da resposta inflamatéria, e que a capacidade de adesdo
3 superficie mucosa potencializa a inflamacio.

Tomando como base tais informagdes e focalizando a partir do hospedeiro,
podemos inferir que as pacientes sem leucocitiria ¢/ou  hemataria constifuem um grupo

incapaz de responder com leucocitiria ao estimulo do lipide A das cepas de E. coli, Como a
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depuragio bacteriana da mucosa vesical € realizada pelos leucocitos, conceitualmente este
grupo poderia representar uma categoria de hospedeiros incapazes de apresentar a resposta
mucosa local.

Analisando a distribuicio etaria das pacientes dos trés grupos (BL, BLH ¢
B), podemos afirmar que a idade, nos dois grupos com leucocitGria, nio &,
significativamente, diferente, porém, o grupo sem leucocitiria e sem hematiria (B) &
composto por mutheres significativamente mais idosas (Tabela 8).

Esse fato permite-nos sugenr que a auséneia de leucocitiria pode apresentar
correlagdo com a idade das pacientes, ou seja, as idosas tendem a ndo expressar resposta
mucosa local. Associando-se esse fato as afirmagSes de SVANBORG EDEN et al (1986),
podemos sugerir que a capacidade de responder ac estimulo do lipide A pode desaparecer
com o avancar da idade Cabe, também, a hipdtese de que essas pacientes poderiam ser
colonizadas por bactérias menos virulentas, que ndo suscitariam uma resposta vesical.

Posto que a idade pode influenciar a resposta do hospedeiro, passamos a
analisa-la, em diferentes faixas etdrias de pacientes, para detectarmos uma possivel
dependéncia frente a idade.

Inicialmente, tomamos como base os S50 anos e estudamos duas faixas
etarias; pacientes com idade igual ou inferior a 49 anos e pacientes com idade igual ou
superior a 50 anos (Tabela 9). Observamos que niio existe diferenca significativa de idade
entre as pacientes e que a distribuiciio dos quadros clinicos BL, BLH ¢ B ¢ homogénea.

A homogeneidade dos grupos possibilitou que investigassemos os fatores de
viruléncia das cepas de E.coli nessas duas faixas etarias.

Dentre as pacientes com idade igual ou superior a 50 anos, a produglo de
hemolisina (Hly) foi detectada em 15 (36,6%) das cepas; a fimbria tipo Lem 19 (46,3%); o
fator necrosante citotdxico (CNF1), em 10 (24,4%) e a fimbria P, em somente 7 (17,1%)

(Tabela 10). E relevante o fato de que a prevaléncia da fimbria P seja tdo pequena, pois
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DOMINGUE et al (1985) publicaram uma freqiiéncia de 34% em cistite e 38% em
bacteriliria assintomatica.

Podemos, emto, sugerir que nenhum dos quatro fatores de viruléncia
pesquisados, apresentou significdncia para explicar o quadro clinico-laboratorial de cistite.

Este fato foi confirmado ao analisarmos o grupo mais idoso, com idade
superior a 60 anos, onde detectamos que nenhum dos quatro fatores apresentou
dependéncia significativa para explicar o quadro clinico-laboratorial de cistite (dados nido
apresentados}.

Em resumo, podemos afirmar que, nas pacientes mais idosas, os fatores de
viruléncia pesquisados nfo sio determinantes para explicar a resposta do hospedeiro, tanto
do ponto de vista do afluxo de leucocitos para a mucosa vesical, quanto do aparecimento de
hemacias.

Diferentemente, ao analisarmos as pacientes com idade igual ou inferior a 49
anos {(Tabela 11), observamos que os fatores Hly, fimbria tipo 1 ¢ CNF1 apresentaram
distribuicio homogénea nos trés grupos, porém, a expressdo da fimbria P ¢
significativamente mais freqliente entre as amostras isoladas de pacientes com BL ou BLH.
Resultados semethantes foram obtidos analisando-se as pacientes com idade igual ou inferior
a 30 anos (dados ndo apresentados).

Dentre as pacientes com idade inferior ou igual a 49 anos, a Hly foi detectada
em 43 (36,4%) das cepas, a fimbria tipo 1, em 59 (50,0%); o CNF1, em 31 (26,3%} ¢ a
fimbria P, em 29 (24,6%).

A prevaléncia dos fatores Hly, fimbria tipo 1 e CNF1, foi semelhante nas
faixas etdrias igual ou inferior a 49 anos e superior ou igual a 50 anos, com excegio da
fimbria P, detectada, mais fregilentemente, entre as pacientes com menos de 49 anos.

Para confirmarmos a associagio entre a expressdo da fimbria P ¢ a

leucocitiria, passamos a analisar dois extremos da nossa amostragem (Tabela 12)
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representados, de um lado, pelas pacientes do grupo B, e de outro, um novo grupo,
composto por pacientes com bacteritria e leucocitiria, acompanhada ou ndio por hematiiria
(BL+H), mas que evoluiram com intensa leucocitiria {contagem de leucdcitos superior a
1.000.000/ml). Podemos sugerir que ndo existe correlagdo entre os fatores de viruléncia Hiy,
fimbria tipo 1 ¢ CNF1 e a qualidade da resposta mucosa local do hospedeiro, no que diz
resperto & presenga de leucdcitos. De maneira semelhante, a leucocitdria foi mais freqiiente
entre as pacientes cujas cepas expressaram a fimbria P,

Assim, os fatores Hly, fimbria tipo 1 e CNF1, ndo apresentam nenhuma
correlaglio com a presenca ou ndo de leucocitos e/ou hemécias, tampouco com a quantidade
dessas células, em qualquer idade que a paciente apresente,

A correlaglo entre a leucocitiria e a expressio da fimbria P, que segundo
KORHONEN et al (1990), adere preferencialmente ac endotélio e em menor proporgio ao
epitélio e 4 parede muscular da bexiga, permite-nos levantar a hipotese de que, essa fimbria
poderia propiciar uma maior contigiiidade entre a bactéria e o hospedeiro, potencializando,
segundo SVANBORG EDEN et al (1986), sua resposta local. De maneira andloga, a
inexisténcia de correlaglio entre a fimbria tipo 1 e a leucocitiria, pode ser explicada pelo fato
de ela ndio aderir ao epitélio vesical, mas somente & parede muscular da bexiga ¢ ao
endotélio. Além disto, ORSKOV et al (1980) ¢ CHICK et al (1981) comprovaram que a
fimbria tipo 1 adere a proteina de Tamm-Horsfall e PARKKINEN et al (1988)
cCOmMPIOvVaram que, em concentragdes urinarias normais, esta proteina inibe a adesdo mediada
pela fimbna tipo 1. Esse mecanismo ¢ responsavel pela eliminagiio das cepas de E.coli pelo
fluxo unnario.

As cepas de E.coli produzem duas toxinas Hlyt ¢ CNF1T que poderiam
relacionar-se com hematuria, porém, em nossa amostragem, nZo detectamos nenhuma
associacdo entre esses fatores de viruléncia e 2 presenga de hemacia na urtna. De qualquer

maneira, ndo é suficiente gue a bactéria produza essas toxinas, pois elas seriam rmais ativas
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s¢ mantivessem estreito contato com a mucosa, condigio propiciada fundamentalmente por
adesinas que, em nosso estudo, caracterizam-se somente pelas fimbrias P,

Essa observagio coloca-nos frente 2 hipdtese de que, a lesdo tissular deve ser
causada por uma associagio entre os diferentes fatores de viruléncia, ou seja, deve-se &
multifatoriedade bioldgica.

De acordo com KORHONEN et al (1985) ¢ PARKKINEN et al (1988),
apesar de a fimbria S aderir ao epitélio vesical, ao endotélio, a parede muscular e também ao
tecido comuntivo, adere também a receptores contidos na proteina de Tamm-Horsfall,
Diferentemente do que foi descrito acima, a fimbria, nesse caso, pode propiciar a adesdo ao
epitélio vesical, porém, o hospedeiro possui 0 mesmo receptor de forma solivel, no
uromucoide, fazendo com que a bactéria, ao aderir a essa estrutura, s¢ja eliminada pela
uring.

Em nosso trabalho, ndo detectamos a fimbria § em nenhuma amosira de
E.coli, fato, a nosso ver, revelador da pouca importncia que essa adesina representa para as

infecgBes do trato urinario baixo.

NOWICKI ef al (1989), trabalhando com analise molecular, sugeriram que a
hemagiutinina Dr, pudesse ser um fator de viruléncia para o trato urinano baixo, e assim
wlentificaram a capacidade de expressar a hemaglutining Dr nas cepas de E.coli de 25,7%
das pacientes com cistite, de 27,6% das pacientes com [TU sintomatica e em somente 6%
daquelas com pielonefrite. Em nosso trabatho, estudamos sempre a expressio das fimbrias
por métodos de aglutinagio, e detectamos somente 3 (14,3%) cepas que expressavam a
hemaglutinina Dr, dentre as 21 cepas manose resistentes ( HMR") que nio expressavam
fimbria P. Apesar de ndc¢ termos determinado a prevaléncia da hemaglutinina Dr, em nossa
amostragem, € importante salientar que as técnicas moleculares detectam a capacidade de

expressdo da fimbria e ndo sua real presenga.
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A andlise dos fatores de viruléncia de E.coli, apresentados na Tabela 13,
evidencia que existe um grau de dependéncia entre a expressio ou producdo desses fatores
e que esse fato, uma vez mais, varia com a idade das pacientes.

A presenca da dependéncia entre Hly e fimbria tipo 1 e desta fimbria com
CNF1 aparece, somente, entre as cepas isoladas de pacientes com idade igual ou inferior a
49 anos.Isso significa que, a produgdo da hemolisina ocorre juntamente com a expressio da
fimbria tipo 1 € que esta aparece juntamente com o fator necrosante citotoxico.

Somando-se a 1sso podemos observar, também na Tabela 13, que na mesma
faixa etaria existe uma tendéncia inversa na expressio das fimbrias tipo 1 e P. Podemos
entdo supor que as cepas de E.coli, isoladas das pacientes com idade igual ou inferiof a 49
anos, apresentam um fenotipo fimbria tipo 17, Hly', CNF1" e FP". Este fenotipo é toxigénico,
ndo possibilita a aderéncia ao epitélio vesical, porém, a fimbria tipo 1 confere capacidade de
aderir aos polimorfonucleares (PMN) e, assim, mtermediar a fagocitose.

A dependéncia na produgfo das Hly e CNF1 foi detectada nas cepas
bacterianas isoladas de todas as pacientes, ndo sende, portanto, influenciada pela idade.
Nossos dados estdo de acordo com aqueles de CAPRIOLI et al (1987), que foram os
primeiros 3 descrever uma clara associagfo entre a produgiic da alfa hemolisina € CNF1, e
que criaram dois grupos de cepas hemoliticas: Hlyt CNF* e Hly™ CNF-. Pode ser que a
associagio entre Hly e CNF1 possa ser explicada por uma possivel afinidade entre os genes
que codificam para as duas toxinas, e isto possibilite algum tipo de relagfio.

A inexisténcia de dependéncia entre a producio de Hly e a expressio da
fimbria P foi comum entre as cepas de E.coli isoladas de pacientes de todas as idades,
estudadas neste trabalho. Por um lado, de acordo com VAISANEN-RHEN et al (1984) a
presenga de cepas hemoliticas é mais freqliente nas pielonefrites ¢ essa toxina pode ser
responsével pela lesfo tissular; por outro, a expressio da fimbria P ¢ caracteristica

importante para uma cepa ascender pelo ureter. DOMINGUE et al (1985) e JACOBSON et

Discussio - 56



al (1985) detectaram-na em 100% e 90%, respectivamente, das cepas isoladas de
pielonefrites em adultos e KALLENIUS et al (1981a) demonstraram a fimbria P em 91% de
criangas com pielonefrite. Entretanto, em nossos trabalhos ndo detectamos a associagio
entre Hly e a fimbria P. {(Tabela 13)

Apesar da ndo dependéneta na expressdo dos fatores de viruléncia Hly e FP”,
existente entre as nossas pacientes, podemos afirmar que dentre as 36 cepas FP', 16 (44.4%)
produzem Hly (Tabela 19). Dessa maneira, estiio presentes, na bexiga, cepas capazes de
ascender pelo trato urindrio e causar pielonefrite. Além disso, essas 16 amostras de . coli
correspondem a 10,06% de nossa amostragem, fato que estd de acordo com a pratica
médica, onde observamos que a prevaléncia de cistite € muito maior que a de pielonefrite.

Como podemos observar na Tabela 13, dentre as mulheres com idade
superior ou igual a 50 anos, ndo existe dependéncia entre os fatores de viruléncia das cepas
de E.coli, com excegio de Hly™ ¢ CNF1™*, o que impede a caracterizagdo de um perfil
fenotipico das cepas de E£.coli nessas pacientes.

Podemos sugerir que, nessas pacientes, a mucosa vesical pode responder com
leucocitiria com ou sem hematGria, ou ndo apresentar qualquer resposta inflamaténa. Além
disso, as cepas de E.coli nfio necessitam expressar associagdo entre os fatores de viruléncia
para causar o guadro clinico laboratorial de cistite, podendo ser infectadas por cepas de
menor patogenicidade,contrariamente ao observado no perfil fenotipico das cepas isoladas
de pacientes com idade igual ou inferior a 49 anos.

Discutindo epidemiologicamente a expressdo dos fatores de viruléncia
durante a ITU, JOHNSON (1991) relata que a expressdo da fimbria P declina
progressivamente de 70% entre as cepas isoladas de pacientes com pielonefrite, para 36%
entre as isoladas de pacientes com cistite, 24% entre as isoladas de pacientes com bacterilria
assintomatica e 19% emtre as amostras fecais. DOMINGUE et al (1985) determinaram que a

fregilencia da fimbria P foi de 34% em cistite ¢ 38% em bacteriGnia assintornatica. NOs
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trabathamos somente com cepas isoladas de pacientes com cistite sintomética, em duas
diferentes faixas etarias e detectamos (Tabelas 10 e 11) a fimbria P em 17,1% das amostras
das pacientes com idade superior a 50 anos e 24,6% entre as cepas isoladas das pacientes
com idade inferior ou igual a 49 anos, sendo que, somente nessas pacientes, existe
correlagdo com a presenca de leucocitiria ¢/ou hematiiria,

Nossos dados demonstram que a express3o da fimbria P pode variar com a
wlade da paciente, sendo mais freqiiente entre aquelas com idade inferior a 49 anos. Porém,
o que chama mais atengdo € o fato de existir uma dependéncia inversa entre a expressdo da
fimbria P e da tipo 1 (Tabela 13), que aparece somente nessas pacientes. Assim, as cepas de
E.coli isoladas de pacientes mais novas apresentam um perfil de expressdio da fimbria P e
nde expressdo da tipo 1.

Noés levantamos a hipdtese de gque esse fendtipo de Z.coli apresenta uma
dupla vantagem, ou seja, expressa a fimbria P que, de acordo com KORHONEN et al
{1988) a capacita a ascender pelo trato urinario e ndo expressa a fimbria tipo 1, que segundo
SVANBORG EDEN et al (1984), propicia o reconhecimento bacteriano e, dessa maneira
foge da defesa do hospedeiro, principalmente da fagocitose, pois os PMN apresentam, em
sua superficie, somente receptores para a fimbria tipo 1.

Dessa maneira, nosso trabalho detecta que, na bexiga das pacientes com
idade inferior ou igual a 49 anos, existem cepas que apresentam adaptagio biologica ou
fendtipo necessario, que as capacita a ascender pelo ureter e chegar a pelve renal.

A produgio da alfa hemolisina por cepas de E.coli pode nfo ser um fator de
viruléncia para patologias do trato urindrio baixo, segundo VAISANEN RHEN et al (1984),
porém, em nosso trabalho, detectamos que as cepas HIy" expressaram fimbria tipo 1 em 38
(65,5%), produziram o fator necrosante citotxico em 37 (63,8%) e expressaram a fimbria P

em 18 (31,0%) Tabela 14).

Discussio - 38



. . + .
Analisando as £.coli CNF1  determinamos que essa toxina foi produzida por
41 (25,8%) das cepas isoladas das pacientes com cistite, e como CAPRIOLI et al (1987) e
: : +
{1989} encontramos uma clara associagiio entre CNF1 e a alfy hemolisina 37 (90,24%),

. C + + ..
porem a associaclo entre CNF e FP foi detectada em somente 4 (9,75%) das cepas

{Tabela 15).
Na Tabela 16, apresentamos os fenétipos téxicos propostos por CAPRIOLI

et al (1987), ¢ evidenciamos que, em nossa amostragem, 97 (61%) das cepas isoladas

apresentaram o fendtipo Hly CNF1 e que 37 (23,27%) das cepas produziram as duas
. - " + +
toxinas, constituindo o fendtipo Hly CNF1 .

Analisando as E.coli FP+, determinamos que essa fimbria foi expressa por 36
(22,6%) das cepas isoladas de nossas pacientes e verificando seus perfis toxigénicos, na
Tabela 17, observamos que 18 (50,0%) sdo Hly+ e destas, 4 (11,1%) sdo H1y+ CNF1+. Por
outro lado, 18 (50,0%) das cepas ndo apresentam toxigenicidade, caracterizando-se por

serem H.ly“ CNF1. BLANCO et al (1992), descreveram esses perfis toxigénicos, dentre
. - . C + +
cepas isoladas de bacteriemia e de infecedes urindrias, obtendo, dentre as FP 65% de Hly

.,.i_
e 38% de CNF .

Dentre as 159 pacientes com cistite, o sorogrupe O6 foi o mais freqiiente,
seguido pelos sorogrupos 07,01,02,075,018 e 014, respectivamente.(Tabela 18).

Quando correlacionamos com o quadro clinico laboratorial, observamos que
as pacienies com leucocitiiria com ou sem hemat(iria, apresentam uma maior prevaléncia dos
sorogrupos mais freqiientes que o grupo de pacientes com bacteriGiria sem leucocitiria,
Chama, também, a atencdo o numero elevado de cepas ndo tipaveis 32 {20,1%) (Tabela

18).
+
Estudando os sorogrupos das F.coli FP  apresentados na Tabela 19,

podemos observar que os sorogrupos 01,02,04,06,07,016,018 e Q75 representam
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+ X
83,3% das cepas FP , sendo que, nessas cepas, o antigeno O7 ¢é o mais freqiente. Esse fato

¢ importante, pois de acordo com ORSKOV & ORSKOV (1983) estes SOTOgrupos
representam 80% das cepas pielonifretogénicas. Dessa maneira, temos na bexiga, cepas com
dupla adaptaciio biologica, semelhante ao fendtipo das cepas isoladas do trato urinario alto.

Na Tabela 20, colocamos os fatores de viruléncia das cepas do sorogrupo 06

+ +
¢ podemos observar que 18 (78,3%) sio Hly |, 20 (87%) sdo CNF ¢ 2 (8,7%) expressam

+ . . . : .
FP Dessa maneira, fica claro que o sorogrupo mais fregiiente, isolado de nossas pacientes,

apresenta fundamentalmente um fendtipo toxigénico ¢ pouca capacidade de aderéncia,
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CONCLUSOES



1- As pacientes com cistite sintomatica podem apresentar 3 tipos de resposta mucosa
local frente a bacteriiria por E.coli. Assim, analizando a partic das caracteristicas
bacterianas, existem cepas que se relacionam somente a ieﬁcocitﬁria, cepas que se
relacionam a leucocitiria e hematiria e, também, aquelas que no estimulam a resposta do

hospedeiro.

2- A idade influenciou a resposta mucosa local, pois detectamos que as pacientes com

bacteridria sem leucocitiiria e hemattrias sio significativamente mais idosas.

3-0 quadro clinico-laboratorial dos trés grupos de pacientes, em qualquer idade, ndo tem

relagio com os fatores de viruléncia de F.coli: fimbria tipo 1, hemolisina e CNF1.

4-A expressdo da fimbria P foi mais freqiiente somente entre as pacientes com idade igual

ou inferior a 49 anos, dos grupos com leucocitiria com ou sem hematiria,

5-Os fatores de viruléncia das cepas de E.coli apresentam dependéncia direta e inversa,
em sua produgdo ou expresso, que varia com a idade das pacientes, tendo sido observada

somente nas pacientes com idade igual ou inferior a 49 anos.

6- As E.coli isoladas das pacientes com idade igual ou inferior a 49 anos apresentam o

. e + - + L , .
seguinte fendtipo: tipo 1 +, Hly ', CNF1™ e FP e as FP' sdio tipo 1. Contrariamente, nfio
foi possivel determinar um fendtipo dentre as pacientes com idade igual ou superior a 50

An0s.

7-0 fendtipo toxico Hly+ CNF1' foi detectado em 37 (23,27%) das cepas de E.coli,

porém, a maioria ndo produz nenhuma toxina, caracterizando o fenotipo Hly” CNF1™.

8-O sorogrupo O6 foi o mais freqiiente dentre as 159 cepas de E.coli estudadas, porém,

enire as cepas que expressaram 4 fimbria P, o sorogrupo O7 foi o mais frequente.
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8-0 sorogrupo 06 foi o mais freqiiente dentre as 159 cepas de E.coli estudadas, porém,

entre as cepas que expressaram a fimbria P, o sorogrupo O7 foi o mais freqiiente,

9~ Dentre as cepas de E.coli, que expressam a fimbria P, os sorogrupos O1, 02, 04, 06,
U7, 016, 018 & O75 representam 83,3%, e caracterizam-se por um perfil fenotipico das
cepas isoladas de pielonefiite ou seja, dupla adaptagdo biologica.

10- Nenhuma cepa com fimbria 8 foi detectada dentre as E.coli estudadas.

11- A hemaglutinina Dr foi detectada em somente 3 cepas das E. coli pesquisadas, sendo

que nenhuma delas era do sorogrupo 075.
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SUMMARY




This study investigated the correlation between the local mucosal response and the
virulence factors of Escherichia coli strains isolated from the urine of 159 Jemale patients
with clinical symtoms of acute cystitis. Based on clinical analyses the patients had either
lewkocyturia (BL), leukocyturia and hematuria (BLH) or no of leukocyturia (B). The
virulence factors studied in the E.coli strains isolated include the expression of types I, P
and § fimbriae and of Dr hemagglutinin as well as the production of hemolysin {Hly) and
cytoltoxic necrotizing factor (CNF1). None of the E.coli strains had S fimbriae and Dr
hemagglutinin was detected in only three, out of 21 strains tested. The presence of strains
expressing type 1 fimbriae and producing cytotoxins (Hly and CNF1} was not correlated
with the local mucosal response. E.coli strains with P fimbriae were most frequently
observed in patients up to 49 years old. These individuals also had leukocyturia. The
absence of a clinical vesical response was more prevalent in patients more than 50 years
oid. There was not always a direct correlation between the presence of the different
themselves such that the expression of one factor did not necessarily imply that of a second.

This relationship also depended on the patient’s age thereby allowing us to classify those
up fo 49 years old as having the following phenotype: type 1 ﬁml’:»ria+ ; H{;z+,' CNFI and
P fimbria . Of the hemolytic E.coli strains (Ht}ﬁ ), 63.8% were CNFI™ while in the

CNF1" strains, 90,2% were Htjz'f. Fifty percent of the strains with P fimbria, were also
femolytic. The most common serogroup was 06. In the P fimbriae positive strains 83,3%
belonged to one of the eight most prevalent serogroups presenting in the urinary tract

infections of these, serogroup (07 was the most common.
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TABELA DE X% QUADRADO ASSOCIACAQ ENTRE 0S FATORES DE VIRULENCIA

fatores de

viruléncia

Hly X tipo 1

Hly X CNF1

HLy X FP

tipol X CHNF1

tipol X FP

CNFl X FP

faixas etarias das pacientes (anos)

< 30

x2=10,143
GL= 1

p=0,001

%x°=38,643
GL=1

p~=0

x%=9,139
GL=1

p=0,923

x2=11,030
GL=1

p=0,0008

x2=4,674
GL=1

p=0,031

x2=1,529
GL=1

p=0,216

<=49

x%=8,232
GL=1

p=0,004

x2=59,203
GL=1

p~=0

x%=2,325
GL=1

p=0,127

x%=12,644
GL=1

p=0,0003

x%=5,531
GL=1

=0,0018

x%=3,090
GL=1

p=0,078

>=50

x2=1,774
GL=1

p=0,182

x?=10,744
GL=1

p=0,001

x%=1,537
GL=1

p=0, 215

%x°%=0,992
GL=1

p=0,319

x2=0,041
GL=1

p=0,839

x2=2,722
GL=1

p=0,098

>&0

x2m1,51
Gl= 1

p=0,219

%2=10, 244
GL=1

p=0, 001

x%=1,708
GL=1

p=0,191

%?=1,081
GL=1

p=0,298

x%=2,162
GL=1

p=0,141

x%=0,079
GL=1

p=0,779



