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ABSTRACT

Extraintestinal pathogenic Escherichia coli (ExPEC) causes several extraintestinal
infections, including cystitis and pyelonephritis. Adhesin-encoding operons (pap, sfa/foc,
Jfim and gfa), toxins (a-hemolysin and Cytotoxic Necrotizing Factor type 1), iron
acquisition systems (aerobactin), host defense avoidance mechanisms (capsule or LPS),
uropathogenic specific protein (USP) have been shown to be prevalent in E.coli strains
associated with urinary tract infections. In this work, 162 Uropathogenic Escherichia coli
(UPEC) strains from patients with clinical signs of cystitis were genotypically characterized
by use of the polymerase chain reaction (PCR) assay. We developed and validated a
multiplex PCR assay for virulence-related genes papC, papE/F, papG alleles, fimH, sfa/foc,
afak, hly, cnf-1, usp, cdiB, iucD, and kpsMTII, previously identified in UPEC strains. The
results of the PCR assay identified 154 fimH", 86 kpsMTII", 53 papClpapFEF/papG”, 45
sfa”, 42 iucD”, 41 hly", 36 usp”, 30 cnf-I" and 10 afa” strains. Cytolethal distending toxin
gene was not detected, and no urovirulence-genes were detected in four strains. The PCR
assays can by utilized for clinical use to detected UPEC strains and molecular
epidemiological studies. PCR method is highly specific and a powerful genotypic assay for
detection of adhesin-encoding operons and other virulence factors that can also contribute

to virulence, promoting association between these virulence factors present in UPEC.
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RESUMO

Escherichia coli Patogénica Extraintestinal (ExPEC), estd associada a infecgdes
extraintestinais ocasionando infecgSes no trato urinario (UTI), incluindo cistite e
pielonefrite. Também ¢ responsavel por casos de meningite, sepse neonatal e bacteremia.
Adesinas associadas a ExPEC ( fim, pap, sfafoc e afa), toxinas (a-hemolisina, fator
necrozante citotoxico do tipo 1), sistema de aquisigio de ferro (aerobactina), mecanismos
de resisténcia ao soro e a fagocitose (LPS e capsula), proteina uropatogénica especifica
(Usp) tem sido demonstrado serem prevalentes em amostras de E.coli associadas a ITU.
Neste trabalho, 162 Z.coli uropatogénicas (UPEC), provenientes de pacientes com sinais
clinicos de cistite, foram genotipicamente caracterizadas pelo uso da Reag3o em Cadeia da
Polimerase (PCR). Foram padronizados ensaios de PCR para 14 genes de fatores de
viruléncia ja descritos na literatura: papC, alelos papG (1, II, I1l), papE/F, sfafoc, fimH,
afabB/C, hly, cnf-1, iucD, kpsMTII, usp e cdiB. Os resultados da PCR identificaram 154
amostras fimH", 86 amostras kpsMTII", 53 papC/papEF/papG”, 45 sfa’, 42 aer”, 41 hly",
36 usp” 30 enf-I" e 10 afa”. O gene cdtB nio foi detectado em nenhuma das 162 amostras e
nenhum fator de viruléncia foi detectado em apenas 4 amostras. Estudos epidemiologicos
da infec¢do do trato urinirio estdo sendo facilitados pelos avangos da tecnologia da PCR e
pelo aumento dos dados de seqienciamento. Este trabatho teve como objetivo um estudo
epidemiologico visando caracterizar genotipicamente amostras de Z.coli isoladas de
pacientes apresentando quadro clinico de cistite, definindo a fregiiéncia e associacio dos

fatores de viruléncia encontrados em UPEC.



I-INTRODUCAO

1-Infecgiio do Trato Uringrio (ITU)

Ao trato urinario estdo associados sitios comuns de infecgdes bacterianas, na uretra
(uretrite), nos ureteres (ureterite), na bexiga (cistite) e nos rins (pielonefrite), usualmente
pela via ascendente, acarretando diferentes tipos de resposta inflamatoria local (Mulvey ef
al, 2000; Mulvey, 2002).

Cistite € uma infeccio vesical, cujos sintomas tipicos sdo causados pela inflamagio
da bexiga e uretra. E caracterizada pela disuria (dor e ardéncia no inicio, durante e apos a
mic¢do), urgéneia urinaria, desconforto suprapubico, fregiiéncia urinaria de pequenos
volumes e geralmente ndo ocasiona febre. J&4 os sintomas da pielonefrite, infecciio do
parénquima renal e sistema coletor, incluem dor localizada no flanco combinada com
sintomas como febre, calafrios, prostragio. Em aproximadamente 30% dos casos de
pielonefrite ha complicagio pela bacteremia, acompanhado por sepse (Garcia & Le
Bouguénec, 1996; Mulvey, 2002).

Na auséncia de anormalidades funcionais no trato urinario, as mulheres sio mais
propensas a ITU do que os homens, devido a diferencas anatémicas e fisiologicas.
Mulheres grévidas freqiientemente desenvolvem bacteriiiria assintomatica, com alto risco
de desenvolvimento de pieloneftite aguda. Ja em criangas, as ITU sdo geralmente o sinal de
anormalidades urolégicas, como refluxo vesico-ureteral, sendo esta a mais fregiiente (30-
40% dos casos). Em idosos, ITU fregilentemente sdo assintomaticas, constituindo um risco
uma vez que, dois ter¢os dos casos estdo localizados no trato urinario superior (Garcia & Le

Bouguénec, 1996).



Infecdes do trato urinario (ITU), incluindo cistite e pielonefrite, afetam uma grande
propor¢do da populagdo mundial, sendo importante pela morbidade significativa e altos
custos medicos. Escherichia coli uropatogénica (UPEC) ¢ o principal agente causador de
ITU comunitarias (70-95%) e por 50% de todos os casos de ITU nosocomiais (Mulvey et
al, 2000). Embora ITU sejam tipicamente faceis de detectar e curar, determinadas situagoes
inerentes aos hospedeiros podem determinar por cuidados adequados e efetivos, como a
idade do paciente, o sexo, o nivel de risco de infecgfio com patdgenos resistentes, gravidez,

€ outros.

2- Escherichia coli extraintestinal (ExPEC)

Escherichia coli ¢ o patdgeno mais comum encontrado em infeccdes do trato
urinario. Esta bactéria pertence a familia Enterobacteriaceae, faz parte da microbiota
intestinal de mamiferos, caracterizando-se por ser um bacilo gram-negativo, anaerébico
facultativo, podendo causar infecgdes intestinais e extra-intestinais (Mol & Oudega, 1996,
Féria et al, 2001).

Escherichia coli Extraintestinal Patogénica (ExPEC) sio linhagens de E.coli que
ocasionam a maioria das infecgdes extraintestinais. As infeccdes mais comuns sio as
infecges no trato urinario, bacteremia e sepse. ExPEC também é responsavel por casos de
meningite e sepse neonatal que, freglientemente, ocasionam sérias seqielas e morte
(Johnson & Russo, 2002).

Apesar de sua importincia médica, infec¢des extraintestinais causadas por ExPEC,
ndo prenderam a atengdo da saude publica, como E.coli patogénicas intestinais e suas
sindromes associadas. Este fato pode ser explicado porque, diferentemente da E.coli

O157:H7, associada & Sindrome Urémica Hemolitica (HUS), infecgdes por ExXPEC néo



levam a epidemias, ndo derivam de alimentos contaminados €, em muitas circunstincias,
causam somente baixa morbidade ou afetam hospedeiros comprometidos. Além disso,
enquanto a infraestrutura da saide publica trabalha agressivamente para detectar e estudar
as infec¢des intestinais, ndo ha comparavel estudo com ExPEC {Johnson & Russo, 2002).

A E.coli extraintestinal patogénica responsavel pela maioria de infecgles em
hospedeiros nfio comprometidos sio distintas da F.coli comensal e da E.coli patogénica
intestinal, em relagdo ao grupamento filogenético e aos fatores de viruléncia encontrados.
Russo & Johnson (2000) propuseram uma nova designagio para estas linhagens de F.cofi,
que ocasionam infecgBes extraintestinais, denominando-as de ExPEC - Extraintestinal
Pathogenic F.coli. Primeiramente, um isolado clinico de E.coli poderia ser definido como
uma linhagem ExPEC se possuisse fatores de viruléncia extraintestinais reconhecidos, ou se
demonstrasse aumento na viruléncia em apropriado experimento de infec¢io extraintestinal
utilizando um modelo animal. Somente o isolamento de uma linhagem de E.coli em um
paciente com infecgdo extraintestinal ndo confere a designagdo ExPEC, uma vez que
linhagens comensais podem ocasionar infecgBes em hospedeiros comprometidos.

Logo, baseando-se em ambos os critérios genéticos e clinicos, as linhagens de F.cofi
foram classificadas em trés principais grupos: linhagens comensais, linhagens patogénicas
intestinais e linhagens patogénicas extraintestinais (Russo & Johnson, 2000).

Linhagens de Z.coli comensais tipicamente derivam dos grupos filogenéticos A ou
Bl ¢ também pela auséncia de fatores de viruléncia. Em contraste, os varios tipos de E.coli
patogénicas intestinais, que raramente ocasionam doengas extraintestinais, derivam dos
grupos filogenéticos A, B1 ou D e por possuirem fatores de viruléncia caracteristicos de
suas sindromes diarreiogénicas. Ja as ExPEC derivam, predominantemente, do grupo

filogenético B2 e em menor extensio do grupo D, podendo ser reconhecidas por suas
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caracteristicas baseadas no sorotipo O: K: H e por exibirem uma ampla variedade de fatores
de viruléncia, os quais permitem colonizar a superficie da mucosa do hospedeiro, evitar
mecanismos sistémicos de defesa do hospedeiro, capturar nutrientes essenciais como ferro,
causar injuria e invasdo no tecido hospedeiro (Johnson et af, 2001; Johnson & Russo, 2002;

Johnson & Stell, 2000; Obata-Yasuoka ef al, 2002).

3- Fatores de Viruléncia (FV) de ExPEC

Para efetivamente colonizar e causar doenca no hospedeiro, muitos patégenos
bacterianos desenvolveram mecanismos necessarios para colonizar, invadir e persistir no
tecido do hospedeiro, uma vez que, apés a entrada no trato urinario, a £. coli Uropatogénica
(UPEC) fica exposta ao sistema de defesa constitutivo e induzido do hospedeiro, que inclui
o fluxo urinério, numerosas moléculas antibacterianas, como a proteina Tamm-Hosfall, e o
influxo de células efetoras do sistema irmune (Garcia & Le Bouguénec, 1996; Mulvey,
2002).

Entre os sorogrupos mais freqilentemente presentes em infecgdes do trato urinario
encontramos 01, 02, 04, 06, 07, 016, 018 e O75 (Orskov & Orskov, 1985; Blanco ef af,
1992; Garcia & Lé Bouguénec, 1996). Isolados de UPEC sio um grupo geneticamente
heterogéneo e podem variar significantemente em suas habilidades de colonizar e persistir
na bexiga e nos rins (Mulvey, 2002). Estudos vém indicando que determinados fatores de
viruléncia expressos por UPEC podem modular a viruléncia bacteriana dentro do trato
urinario. Estes fatores de viruléncia estdo comumente organizados em blocos génicos no
DNA cromossoémico, formando ilhas de patogenicidade (PAI) (Hacker & Kaper, 2000;

Guyer ef al, 2001; Mulvey, 2002, Oelschlager ef al, 2002).



A aderéncia de E. coli nas células uroepiteliais ¢ o passo inicial relacionado &
patogénese da infecgdo. Este evento fregiientemente promove a multiplicagdo bacteriana e,
em alguns casos, ocasiona invasgo nas células epiteliais. A adesdo especifica é mediada por
proteinas bacterianas denominadas adesinas, que podem ou n#o estar associadas a fimbrias,
e se ligam especificamente aos diferentes receptores glicoconjugados (Mol & Oudega,
1996; Smyth ef al, 1996; Garcia & Lé Bouguénec, 1996).

Além da aderéncia bacteriana, outros fatores de viruléncia podem contribuir para a
uropatogenicidade, como a produgio de a-hemolisina (Hly), do fator necrosante citotoxico
do tipol (CNF-1), a producdo de siderdforos, a resisténcia a atividade bactericida do soro e
a fagocitose. Esta multiplicidade e a associacio de FV tém sido importantes fatores no
desenvolvimento de ITU podendo aumentar a patogenicidade de um isolado de UPEC.

(Yamamoto e? al, 1995; Blanco et al, 1997 a; Morin & Hopkins, 2002).

3.1- Adesinas associadas a ITU

Adesinas s80 componentes protéicos localizados na superficie bacteriana, que
promovem a ligagdo especifica para os receptores presentes em células eucaridticas. Em
muitos casos, as adesinas bacterianas estio associadas com apéndices filamentosos
protéicos denominados fimbrias, que irradiam a partir da superficie bacteriana. Em geral,
fimbrias sdo organelas heteropoliméricas compostas de subunidades principais e
subunidades menores. Embora as caracteristicas adesivas possam ser conferidas pela
subunidade principal, a adesina ¢ freqiientemente um complexo formado por subunidades
menores presentes no topo da fimbria ou intercalada em pontos distintos ao longo deste

filamento (Kuehn, er af 1994; Mol & Oudega, 1996).



Um grande nimero de adesinas produzidas pela UPEC tém sido descritas e
identificadas de acordo com sua morfologia (adesinas associadas ou ndo a fimbria),
propriedade hemaglutinante, sorologica, e com sua especificidade ao receptor. Os
receptores estdo presentes em celulas uroepiteliais, eritrocitos e também no glicocalice
urinario. Entretanto, adesinas bacterianas podem se ligar especificamente a componentes da
matriz extracelular como fibronectina, laminina ou colageno (Garcia & Lé Bouguénec,
1996). Em UPEC foram descritas as adesinas fimbriais do tipo 1, P, 8, FIC e adesinas

afimbriais.

3.1.1: Fimbria do Tipo 1

Fimbrias do Tipo 1 sdo freqiientemente referidas como fimbrias somaticas, sendo
encontradas em aproximadamente 80% das linhagens de E.coli. Uma bactéria expressando
a fimbria do tipo 1 geralmente possui 200-500 apéndices fimbriais arranjados em sua
superficie. Cada apéndice fimbrial tem 1-2um de comprimento e 7nm de didmetro, sendo
constituido por um heteropolimero formado pelas proteinas de subunidade principal FimA
e trés proteinas de subunidades menores: FimF, FimG e FimH. A expressio e montagem
desta fimbria requerem pelo menos oito genes cromossdémicos presentes no-operon fim, que
além de codificar componentes estruturais, codifica tanto a maguinaria biossintética quanto
os elementos regulatorios (Thankavel er al, 1997; Schembri et al, 2001; Schilling ez af,
2001).

A expressdo da fimbria do tipo 1 € varidvel, com células individuais mudando entre
estados fimbriados e ndo-fimbriados. Esta caracteristica ¢ devido a presenga de um
segmento de DNA de 314pb (elemento invertido) localizado imediatamente amontante

(upstream) do promotor de fimA. Quando o elemento invertido esti na posicio ON, o



promotor esta na orientago correta para transcricio dos genes fimbriais, entretanto, quando
o elemento estd na posigiio OFF, a orientagdo do promotor ndo permite a transcri¢do ¢ a
fimbria ndo é expressa. Os elementos regulatorios envolvidos na mudanca de fase sio as
subunidades menores (fimB e JSimE), temperatura e meio de crescimento (Guyer et al, 2001,
Schembri e al, 2001; Mulvey, 2002).

A propriedade de adesdo da fimbria do tipol foi detectada na subunidade menor
fimbrial FimH, localizada na por¢io distal da fimbria. A subunidade principal FimA pode
ser montada como um apéndice fimbrial sem a presenca de subunidades menores, portanto,
estas fimbrias ndo possuem capacidade de adesdo. Nas células bacterianas que possuem um
fenotipo de adesdo, a presenca da subunidade maior nio & requerida, pois ha necessidade
apenas de duas proteinas adaptadoras FimF e FimG que se associam com FimH formando a
adesina (Gunther IV ef a/, 2001). A fimbria do tipo 1 caracteriza-se pela capacidade de
aglutinar eritrocitos de cobaia in vitro, de forma sensivel i manose (HMS). Esta
hemaglutinagio sugere que as glicoproteinas com cadeias oligomanose N-ligado, podem
atuar como moléculas receptoras, sendo estas encontradas em abundincia na superficie de
mucosas (Mulvey er al, 2000; Schembri ef al, 2001; Mulvey 2002).

A adesina FimH possui um nimero de variantes naturais, que diferem em poucos
aminoécidos, podendo conferir distintos fenétipos de aderéncia para a fimbria do tipo 1.
Todas as variantes naturais de FimH podem ligar-se a estruturas tnmanoses, mas podem
diferir em sua habilidade de associar a um nimero de outros receptores, incluindo residuos
monomanose, colageno do tipo I e IV, laminina e fibronectina. O receptor primario da
fimbria do tipo 1 dentro da bexiga parece ser a glicoproteina de membrana integral
uroplaquina la (UP1a). A expressio desta glicoproteina pelas células epiteliais presentes no

lumen da bexiga, € o alvo primario das UPEC apos a entrada no trato urinario, além disso, a




interagdo bacteriana com o glicocalice que recobre a superficie da bexiga parece também
facilitar a colonizagio do trato urinario (Mulvey, 2002).

Enquanto a associagio de FimH com residuos monomanose aumentam as interagtes
entre os receptores da uroplaquina com a bactéria, facilitando a colonizagdo no trato
urinario inferior, em outros sitios do hospedeiro esta associagio pode ser prejudicada. Em
determinados sitios a bactéria pode encontrar inibidores solveis que possuem afinidade
pelos residuos de manose, sendo entdo uma desvantagem para a sobrevivéncia e
estabelecimento da UPEC. No trato urinario, a expressdo de variantes FimH com afinidade
por residuos monomanose podem, potencialmente, complicar a colonizagdo bacteriana,
devido & afinidade de FimH com receptores de glicoproteinas soliveis presentes na urina.
Uma das proteinas mais abundantes é a proteina Tamm-Horsfall, que recentemente tem
demonstrado preferéncia pelas variantes que se ligam aos residuos monomanose, podendo
entdo prevenir a aderéncia nas células uroepiteliais (Pak er al, 2001, Mulvey ef al 2001).

Estudos vém demonstrando que além da capacidade de adesdo, a adesina FimH
pode promover invasio em células epiteliais na bexiga (Schilling ef al, 2001; Mulvey,
2002). Ensaios de internaliza¢do utilizando esferas de latex revestidas com a proteina FimH
em complexo com a chaperona FimC, tém demonstrado que estas proteinas s3o necessarias
e suficientes para promover a entrada em células epiteliais da bexiga. Esferas revestidas
com soro albumina bovina, ou somente a proteina FimC purificada, n3o foram
internalizadas. Estes dados demonstram que FimH é suficiente para promover a
internaliza¢do na auséncia de outros fatores bacterianos, e demonstra que esta invasdo
bacteriana ndo ¢ simplesmente o resultado de uma fagocitose ndo-especifica de particulas

aderentes (Schilling ef al, 2001).




O processo de internalizagdo ocorre através de um mecanismo que provoca o
rearranjo no citoesqueleto de actina na célula do hospedeiro, necessario para o
englobamento e internaliza¢o da bactéria. Apos a entrada, a . coli do tipo 1 é usualmente
encontrada no interior de vactolos associados 4 membrana, e parecem nio ser
imediatamente levadas para a via de degradacfo lisossomal (Mulvey ef al, 2001). Uma vez
internalizada, a UPEC pode se multiplicar convertendo fatores presentes nas células
epiteliais da bexiga do hospedeiro em fatores bacterianos. Em contraste, linhagens
laboratoriais, embora capazes de invadir e persistir muitas vezes no interior de células
epiteliais da bexiga, sdo incapazes de se multiplicar intracelularmente. Estes achados
sugerem que o crescimento intracelular ndo ¢ uma propriedade geral de todas as linhagens
de E.coli e requerem a expressdo dos fatores de viruléncia umicos de UPEC. /n vivo, a
replicacdo celular massiva € limitada entre as células epiteliais altamente diferenciadas que
revestem a bexiga. Isto sugere que sinais emitidos pelas células infectadas do hospedeiro
podem também modular a habilidade da UPEC crescer intracelularmente (Mulvey ef a/

2001; Mulvey 2002).

3.1.2- Fimbria P

A denominagéo da fimbria P teve origem em seu receptor celular, uma vez que este
faz parte do antigeno do grupo sanguineo P. Outras denominagdes podem ser pilus “pap”
(pyelonephritis-associated pili), pilus “prs” (pap-related sequences) ou pilus “Gal-Gal”.
(Kallenius ef af, 1981; Svenson ef al, 1983). Sdo freqiientemente associadas aos sorogrupos
01, 02, 04, 06, 07 e 016 (Blanco et al, 1992).

A fimbria P € composta por subunidades, consistindo de uma adesina presente no

topo de um apéndice curto e flexivel denominado fibrila. Na porcio distal da fibrila



encontram-se & adesina PapG, em associagiio com trés outras subunidades menores PapE,
PapF, PapK, que se encontram ligadas a uma estrutura rigida, que por sua vez é composta
por subunidades de PapA repetidas. Junto 4 membrana externa encontra-se a subunidade
PapH, atuando como 4ncora desta estrutura, na proteina de membrana externa (PapC)
(Kuehn ef al, 1994; Mulvey, 2002).

A fimbria P € codificada pelo operon pap (pili associado com pielonefrite) ou prs
(seqiéncias relacionadas com pap) e a adesdo na superficie uroepitelial é mediada por
moléculas de adesinas PapG. Existem trés variantes moleculares de PapG denominados
Classes I, I, III. Estudos sugerem que estes trés alelos diferenciam-se na especificidade do
hospedeiro e tipo de ITU causada pela bactéria. O alelo papGl € encontrado em isolados de
fezes, o alelo papGII esta associado a pielonefrite e o alelo TIT de pap( esta associado com
cistite (Karkkainen ef al, 1998, Johnson ef al, 2000; Féria et al 2001, Mulvey, 2002),

Estudos demonstraram que a delego do gene papG nio tem efeito na formacio da
fimbria, mas significantemente implica na perda de adesdo bacteriana em seus receptores
glicanos, que sdo respectivamente o globotriaosilceramida (Gb3), globotetraosilceramida
(Gb4) e antigeno Forsmann (GbS), encontrados em eritrocitos ¢ células renais (Féria ef al,
2001; Mulvey, 2002).

O gene papC expressa a proteina de membrana externa (PME). Esta estrutura é
responsavel pela habilidade de remover as subunidades protéicas dos complexos
chaperonas, incorporando as subunidades para junto da fimbria. O complexo adesina-
chaperona possui alta afinidade com a proteina de membrana externa, e complexos estaveis
chaperona—adesin&-?ME parecem inciar a biogénese da fimbria in vivo (Thanassi er al,
2002). Na auséncia da proteina de membrana externa, os complexos do sistema de secrecio

podem ser acumulados no periplasma, mas nenhuma fimbria ¢ montada ou secretada
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(Thanassi et al, 2002). Kuehn ef al (1994), propde que na auséncia de papC, as subunidades
da fimbria s30 montadas no periplasma em complexo com a chaperona.

Estudos t€m demonstrado que as fimbrias P estdo intimamente associadas com
pielonefrite e, em menor significincia, a cistite (Sussman, 1897). Alem da colonizagdo do
trato urinario, a fimbria P facilita o estabelecimento de bacteritiria por isolados de UPEC,

ocasionando bacterilria assintomatica (Wullt ez al, 2001; Mulvey, 2002).

3.1.3: Fimbria S

Adesinas fimbriais S sio predominantemente fregiientes em ExPEC que causam
meningite neonatal e septicemia. Também s#o encontradas em isolados de infec¢bes na
bexiga e rim (Ott ef al, 1988; Dobrindt er al, 2001; Mulvey 2002).

As adesinas S aglutinam eritrocitos humanos em presenga de D-manose, logo
possuem capacidade hemaglutinante resistente 4 manose (HMR). A hemaglutinagio pode
ser eliminada pelo tratamento prévio dos eritrdcitos com a enzima neuraminidase, uma vez
que esta enzima retira os residuos de 4cido sialico das hemacias (Sokolowska-Kohler ef al,
1997, Sakarya et al, 2003). Genotipicamente, a fimbria S ¢ composta por nove genes
Cromossdmicos presentes no operon sfa, que estdo envolvidos na sua biogénese e estrutura.
A subunidade principal SfaA, forma o apéndice fimbrial principal que esta associada a trés
subunidades menores SfaG, SfaH e SfaS. A molécula de adesina foi isolada e caracterizada,
sendo codificada pela sequéncia sfaS que produz uma proteina de 12 kDa (Ott ef al, 1988).
A subunidade SfaS tem sido localizada na porcio distal da fimbria e adere a receptores
celulares compostos por glicoconjugados que contém 4cido sidlico, expressos no epitélio

renal e células endoteliais vasculares, sendo freqiientemente causadoras de meningite
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neonatal, septicemia e infecgdes do trato urindrio (Ott er al, 1988; Sarén et al 1999,
Mulvey, 2002).

O bloco génico da fimbria S (sfa) possui alta seqiéncia de homologia com o bloco
génico foc (73,3%), que codifica para a fimbria do tipolC (F1C). Apesar de demonstrarem
similaridades na seqiiéncia génica, e exibirem epitopos comuns nas proteinas fimbriais, os
antigenos da fimbria S e F1C diferem na sua especificidade pelos receptores € em regides
responsaveis pela especificidade sorolégica (Khan et al, 2000; Backhed et al, 2002).

Embora a presenga da fimbria S esteja associada a pielonefrite, foi verificado
residuo de acido sialico na Uroplaquina 3 (UP3), que € uma das quatro protefnas de
membrana integrais que revestem a superficie do lamen da bexiga, ¢ sdo altamente
conservadas entre todas as espécies de mamiferos. Este achado sugere que a fimbria S
também possa participar de infeccdes urinarias na bexiga (Malagolini e7 al, 2000, Mulvey,
2002).

Estudos epidemiologicos sio freqiientemente baseados em ensaios fenotipicos
associados aos antigenos 02, 06, 018, 083 e hemaglutinagio. Porém, tendo em vista que 2
fimbria S € fortemente regulada por sinais ambientais como temperatura, osmolaridade ¢
condigdes de crescimento, ensaios moleculares como a Reagdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) ou sondas de DNA estido sendo cada vezr mais utilizados, uma vez que, estudos
fenotipicos podem ser afetados pela variagio de fase fimbrial, ou pela dificuldade de
expressdo da fimbria em condigdes laboratoriais (Ott et af, 1988; Sokolowska-Kohler ef af,

1997).
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3.1.4: Fimbria do Tipo 1C (F1C)

A fimbria do tipo 1C tem sido descrita como um fator de adesio nio-
hemaglutinante, associada aos antigenos 04, 06 e 075 ¢ expressa por aproximadamente
14% de linhagens de E.coli conhecidas por ocasionar ITU (Khan ef af, 2000). O complexo
fimbrial € formado pelo operon foc composto de oito genes, necessarios para a biogénese
de F1C. A fimbria ¢ formada pela proteina da subunidade principal FocA (16kDa) e pelas
proteinas de subunidades menores, FocF (17kDa), FocG (15kDa) e FocH (30kDa) (Khan et
al, 2000).

E.coli expressando F1C tem sido encontrada aderindo-se a células epiteliais dos
tubulos distais e coletores, nas células uroepiteliais dos rins e bexiga. O receptor especifico
foi recentemente identificado e foi demonstrado que a fimbria F1C interage seletivamente
com glicoesfingolipideos isolados do trato urindrio. Os compostos isolados foram
caracterizados como  galactosilceramida e globotriaosilceramida. O receptor
galactosilceramida estava presente na bexiga, wureteres e rim, enquanto
globotriaosilceramida estava presente somente no rim (Khan et al, 2000; Backhed er af,

2002).

3.1.5: Adesinas da familia Afa

Em 1984, Vaisanen-Rhen e Labigne-Roussel ef al, descreveram uma nova adesina
cujo receptor era desconhecido, mas associada ao sorogrupo 075, sendo entdio denominada
adesina O75X. Posteriormente, trés grupos de novas adesinas foram clonadas
independentemente, .tendo sido observada uma organizacio genética muito similar entre
elas. Os clones eram a adesina Dr, adesina afimbrial (AFA-I e AFA-3) e F1845 (Nowicki ef

al, 2001).
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Nowicki ef al (1990) demonstraram que todas estas adesinas, incluindo 075X,
possuiam como receptor um antigeno do grupo sanguineo Dr, denominado DAF - Deccay
Accelerating Factor, uma glicoproteina (70kDa) regulatéria do complemento, que protege
os tecidos do hospedeiro dos danos do sistema complemento, inibindo a formacio das
convertases C3 e C5. Este receptor ¢ amplamente distribuido pelas superficies epiteliais da
mucosa gastrointestinal, pelve renal, uretra, bexiga e mucosa uterina, sendo proposto a
mudanga do nome de adesina O75X para hemaglutinina Dr.

A hemaglutinina Dr (O75X), é caracterizada pela hemaglutinacio resistente a
manose (HMR), sendo que moléculas que contém tirosina ou o cloranfenicol inibem sua
hemaglutinagdo. S3o mais freqiientemente encontradas nos sorogrupos 02, 012 e 075
(Blanco ef af, 1992). Em estudos sobre tropismo renal, os sitios para ligagio da adesina Dr
foram localizados tanto nos compartimentos intersticiais do rim, quanto associadas &
membrana basal dos tibulos renais e aos glomérulos da capsula de Bowman, devido a
habilidade de ligarem-se a um receptor adicional como o colageno do tipo IV (Westerlund
et al, 1989; Nowicki et al, 2001). E proposto que membros da familia Dr facilitam a
colonizagdo ascendente e infecgdo intersticial no trato urinario e resultam em um aumento
no risco de ITU recorrente ou na persisténcia bacteriana no trato urinario (Nowicki e? al,
2001).

A adesina fimbrial F1845, originalmente clonada de um isolado de E.coli de
diarréia, demonstrou similaridade entre o operon génico e produtos similares 3 adesina Dr,
e também o mesmo receptor (DAF), sendo denominada adesina Daa (diffuse-adhering
adhesin) devido a um padrio de adesfio difusa demonstrado pela F.coli. A adesio provoca

lesbes nos microvilos das células epiteliais intestinais (Nowicki ef al, 1990).
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Ja a adesina afimbrial Afa ¢ codificada pelo operon afa, sendo expressa pelas
linhagens de E. coli uropatogénicas e pertencendo i familia de hemaglutininas resistentes a
manose (HMR), que também reconhecem o antigeno DAF (Nowicki et al, 1990).

O operon gfa possui uma organizacio genética similar aqueles outros membros da
familia da adesina Dr e consistem de pelo menos cinco genes envolvidos na biogénese da
adesina: gfaB (chaperona), afaC (ancora), afaD (invasina), afaF e¢ afad (elementos
regulatorios da transcrigdo) e gfaf; (adesina). Analise por hibridizagdo demonstrou que os
blocos génicos relacionados ao segmento afaB, C e D eram altamente conservados,
enquanto o gene afa £, possui seqiiéncias heterogéneas, sendo proposto adesinas variaveis,
como AfaE I a AfaE VI (Garcia ef al, 2000). A adesina AfaE-T predomina em casos de
diarreia, sepse, pieloneftite e cistite, enquanto a adesina AfaE-TII e AfaE-V predominam
em casos de cistite (Selvarangan er af, 2000; Lalioui & Le Bouguénec 2001; Le Bouguénec
et al, 2001).

Recentemente, foram identificadas e clonadas duas novas variantes: Afa-VII e Afa-
VIIL Estas novas variantes so prevalentes em linhagens de E.cofi de suinos e bovinos.
Embora possuam uma organizagio genética similar ao operon gfa de isolados humanos, o
teste de PCR foi negativo. Além disso, as adesinas AfaE-VII e AfaE-VIII ndo reconhecem
DAF, sendo seu receptor ainda desconhecido (Le Bouguénec et al, 2001).

Estudos epidemiologicos demonstraram uma alta prevaléncia de genes afa-V1Il nos
isolados de animais e humanos com infecgSes extraintestinais. Esta variante esti
relacionada com septicemia neonatal e diarréia em animais, principalmente bezerros, e
associados 4 pielonefrite e septicemia em humanos (Le Bouguénec ef af, 2001). Em

isolados humanos extraintestinais foram detectados afaE-VIII e a toxina CNF-1, associados
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com pielonefrite e bacteremia. Em contraste, nio foi detectado o subtipo AfaE-VI em
linhagens patogénicas para o homem (Le Bouguénec er al, 2001).

O gene afal) € um gene estruturalmente conservado, que expressa uma proteina
invasina (AfaD), ndo esta relacionado com o subtipo da adesina (AfaE} ou com uma doenca
especifica. A habilidade de invadir células epiteliais pode estar envolvida em uma
estratégia de persisténcia dentro do hospedeiro, prevenindo uma interagdo deletéria com a
barreira de defesa do hospedeiro. A invasio mediada por Afa-D ¢ dependente do passo

inicial de adeso (Garcia et al, 2000; Selvarangan et al, 2000).

3.2: Toxinas

Com E.coli uropatogénicas estdo associadas as toxinas a-hemolisina (Hly) e o Fator
Necrosante Citotoxico do Tipo 1 (CNF1) (Blum et al, 1995; Blanco ez al, 1997 a, Boquet,
2001). Recentemente, um estudo epidemiolégico detectou a presenca da Toxina Citoletal

Distensora (CDT) em amostras de UPEC (Téth er al, 2003).

3.2.1: Hemolisina
As cepas hemoliticas de E.coli produzem a toxina c-hemolisina {a-hly), que ¢
considerada um importante fator de viruléncia. Além da capacidade de lisar eritrécitos,
pode ser citotdxica e destruir leucocitos, granuldcitos, fibroblastos, células uroepiteliais,
sendo entdo, apropriadamente denominada citolisina. (Blum ez af, 1995; Island et al, 1998).
A analise molecular dos determinantes genotipicos que codificam esta toxina
citolitica em outras espécies bacterianas revelou que o-hly de E.coli é um membro da

familia relacionada a hemolisinas e leucotoxinas, disseminada em bactérias gram-negativas.
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Todas estas toxinas da familia RTX (Repeat Toxin) sio secretadas de suas células por um
sistema de transporte altamente conservado (Ludwig & Goebel, 1997).

Em 1903, Kayser descreveu a atividade hemolitica extracelular em linhagens de
E.coli. Em seguida, estudos identificaram a associacdo entre a producio de o-hly € a
viruléncia em linhagens de E.coli que ocasionam infeccdes extra-intestinais em humanos,
particularmente no trato urinrio, peritonite, apendicite, septicemia e meningite neonatal.

Estudo tem sugerido que a lise de eritrocitos pode estimular o crescimento
bacteriano no organismo infectado pelo aumento no nivel de ferro disponivel para o
microrganismo. De fato, a-hly lisa eficientemente eritrocitos somente em concentracdes
relativamente altas. Em concentragdes baixas da toxina, seu efeito citotoxico, como a
formacéo de poros na membrana citoplasmatica seguida pela deplecao rapida e irreversivel
de ATP celular, acaba atuando em leucécitos, mondcitos, linfocitos T periféricos,
providenciando um mecanismo de resisténcia contra o sistema imune (Ludwig & Goebel,
1997). Estudo realizado em células endoteliais, fibroblastos de camundongo e células
epiteliais do tabulo renal proximal, resultaram na observagio do efeito citotoxico e
citolitico da a-hly. Em modelo experimental de pielonefTite, a producio de o-hly tem sido
correlacionada com danos no parénquima renal de camundongos (Ludwig & Goebel,
1997).

A atividade hemolitica nfio estd restrita somente a lise e morte celular. Em
concentragbes baixas, ndo-liticas, esta toxina pode modular fun¢des normais de diversos
tipos celulares, desta forma aumentando a probabilidade da bactéria estabelecer e manter
uma infeccdo. A toxina hemolitica pode atuar aumentando a permeabilidade da membrana
de granulocitos polimorfonucleares, resultando na exocitose granular e perda da atividade

fagocitica (Ludwig & Goebel, 1997).
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Smith & Halls (1967) foram os primeiros pesquisadores a observar que oS
determinantes genotipicos da toxina hemolitica poderiam ser plasmidiais. Posteriormente,
estudos demonstraram que o determinante da a-hly em linhagens de E.coli de origem fecal
estava localizada em plasmideos grandes e conjugativos. Entretanto, em linhagens isoladas
de ITU, outras infecgdes extra-intestinais e em fezes de humanos sadios, 0s genes estavam
localizados nos cromossomos.

Os determinantes genotipicos responsiveis pela sintese e secre¢io da o-hly ativa
consistem em quatro genes estruturais arranjados na sequéncia HlyC, HiyA, HIyB e HiyD.
O operon AlyCABD codifica a protefna estrutural HiyA (107kDa), a proteina HlyC,
responsavel pelo processo de ativacdo pos-transcricional da proteina estrutural, e proteinas
HlyB e HlyD, envolvidas no seu processamento e exportacdo através de ambas as
membranas da £.coli (Ludwig & Goebel, 1997).

A o-hly ¢ diretamente secretada, sem acumulo no espago periplasmatico. Este
processo ¢ independente de um peptideo sinal, estando ausente qualquer seqiiéncia sinal de
transporte convencional na regido amino-terminal da proteina HiyA. As proteinas HlyB,
HlyD e TolC sdo essenciais para o transporte da o-hly junto ao seu alvo. HlyB e HlyD
estdo localizadas na membrana interna da E.coli, enquanto TolC, proteina de membrana
externa, codificada por um gene cromossdmico localizado fora do operon da a-hly,
participa da formacio de canais permedveis a ions em membranas lipidicas experimentais,
sugerindo que a proteina TolC, atua in vivo como um canal na membrana externa. Uma vez
secretada, a proteina hemolitica ndo requer receptor para ligar-se na célula alvo. Hly insere
na membrana e forma poros que permitem o fluxo livre de cations, fons, agua, levando a
perda do contetdo intracelular, afetando o citoesqueleto e metabolismo celular (Island et al,

1998; Ludwig & Goebel, 1997).
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UPEC hemoliticas geralmente expressam fimbria P, sendo associadas aos
sorogrupos 04, 06 e 018 e com os antigenos capsulares K2, K5, K12 e K13. Cepas
hemoliticas também encontram-se associadas com a toxina CNF1 em uma regido particular
no cromossomo chamada PAI 11, na linhagem uropatogénica de laboratério £.coli 136 e,
geralmente, estas toxinas estdo associadas com a fimbria P (Island er af, 1998; Boquet
2001). Estudos epidemioldgicos demonstraram que devido a associagdo entre o-hly e a
fimbria P, a producdo de Hly ¢ mais comum entre linhagens de pacientes com pielonefrite,
sendo progressivamente menos comum em cistite, bacteremia assintomatica e linhagens

fecais (Ludwig & Goebel, 1997).

3.2.2: Fator Necrozante Citotéxico do tipo 1 (CNF-1)

CNF-1 foi descrita por Caprioli ef al (1983) como uma toxina capaz de induzir a
reorganizagdo dos microfilamentos de actina celular em células eucarioticas.
Posteriormente, Fiorentini er @/ (1988) demonstraram que a ativagdo de proteinas
RhoGTPases por CNF-1 induziam a reorganizacio do citoesqueleto de actina. Embora
tenha sido originalmente identificada em linhagens de E.coli de pacientes com enterite, esta
toxina nio foi demonstrada como o principal fator na patogénese de diarréia. Estudos
epidemiolégicos demonstraram que a toxina CNF-1 estava associada a isolados de
infeccdes extraintestinais, sendo encontrada principalmente em UPEC, particularmente
comum nos sorogrupos 02, 06 e O75.

CNF-1 foi primeiramente descrita como uma toxina que ocasiona necrose na pele
de coelhos quando inoculada intradermicamente e ¢ letal quando injetada
intraperitonealmente. Estudos in vitro demonstraram uma profunda reorganizagdo do

citoesqueleto formado por actina, extensa multinucleacio e alongamento em células Hel.a,
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formagdo de grandes vaciiolos em células HEp-2, morte de células 5637 de bexiga através
de um mecanismo apoptotico (Mills ez al, 2000, Rippere-Lampe ef al, 2001). O efeito desta
toxina tem sido relacionado com a passagem bacteriana através das células endoteliais em
casos de meningite e tém sido encontradas em linhagens de E.coli K1 envolvidas em
meningite neonatal. Além disso, foi observado a diminuicdo da transmigracio de
polimorfonucleares e o desencadeamento da internalizacio de esferas revestidas de latex e
de bactérias ndo-invasivas (Island ef al, 1998; Boquet, 2001).

Em UPEC, CNF-1 ¢ codificada por um gene de 3042 pb, presente no Cromossomo,
produzindo uma proteina de 108 kDa. Diferentemente da Hly, CNF-1 ndo pertence a um
operon, que codifica tanto o gene estrutural quanto o aparato de secrecdo, e seu mecanismo
de secregdo ainda ndo foi elucidado. A maioria de UPEC produzindo CNF-1 contém na
mesma PAL o operon Aly, logo, é proposto que estas duas toxinas podem atuar
conjuntamente em um mecanismo de viruléncia, provavelmente oferecendo vantagens para
a bactéria (Blum ez al, 1995; Boquet, 2001). Island et af (1998) sugerem que CNF-1 pode
influenciar a agdo da Hly, possivelmente pelo desencadeamento da internalizag¢do ou
associagdo da UPEC com células da bexiga, aumentando desta forma, a efetividade da
hemolisina. Porém, os resultados obtidos através da utihzagdo de isolados CNF1,
indicaram que a toxina CNF-1 nfio altera a capacidade citolitica in vizro de isolados
hemoliticos de cistite em células T24 de bexiga (Island ef al, 1998).

Estudos utilizando camundongos como modelo experimental para ITU ascendente,
demonstraram que CNF-1 pode participar da patogénese de ITU, uma vez que foi
encontrado um predominio de linhagens CNF-1" na bexiga e urina destes camundongos no
inicio da infecgdo, comparando com animais inoculados com o respectivo mutante

1sogénico, cujo gene cnf~7 foi deletado. Também foi demonstrado que CNF-1 pode alterar a
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resposta da infec¢do, auxiliando a penetragio bacteriana junto a parede muscular da bexiga,

ocasionando uma infecgdo mais severa e prolongada (Rippere-Lampe ef al, 2001).

3.2.3-Toxina Citoletal Distensora (CDT)

CDT ¢ uma citotoxina termolabil recentemente descrita por Johnson & Lior (1987)
produzida por enteropatogenos causadores de diarréia. Entre as bactérias produtoras de
CDT estdo alguns isolados de Escherichia coli enterotoxigénicas, enteropatogénicas ¢
enteroagregativas (Johnson & Lior, 1988b). Filtrados de cultura bacteriana de linhagens
produtoras de CDT causam distensdo celular progressiva e finalmente morte em algumas
linhagens celulares de laboratério, incluindo células de ovario de Hamster chinés (CHO),
células de im de macaco verde africano (Vero), célula Hela e células de epitelioma de
laringe humana (HEp-2) (Johnson & Lior, 1987; Johnson & Lior, 1988a; Johnson & Lior,
1988h).

Os genes caracterizados para CDT, incluem aqueles produzidos por isolados
clinicos de Lscherichia coli (Pickett ef al, 1994; Scott & Kapef, 1994), Campylobacter
Jejuni (Pickett ef al., 1996) e Shigella dysenteriae tipo 2 (Okuda er al., 1995). Baseado
nesses relatos, a CDT € codificada por trés genes, designados cdtd, cdtB e cdiC que estio
arranjados em um operon. Estes trés genes especificam polipeptideos com peso molecular
de aproximadamente 25 a 35 kDa (cdtA), 28 a 30 kDa (cdtB) e 20 a 21kDa (cdtC) (Pickett
et al., 1994; Scott & Kaper, 1994; Okuda er al, 1995). Evidéncias decorrentes desses
estudos sugerem que todos os trés polipeptideos sdo necessarios para a toxicidade (Pickett
et al., 1994; Scott & Kaper, 1994; Okuda ef al., 1995); no entanto, a natureza e composicio

da holotoxina e o arranjo de suas sub-unidades ainda sio desconhecidos.
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Elwell & Dreyfus (2000) ¢ Lara-Tejero & Galan (2000), relataram que CdtB exibe
similaridade na seqiiéncia de aminoacidos com DNase 1. Elwell ef af (2001) mostraram
que, quando inserida em células HeLa por eletroporagio, CdtB de £ coli era capaz de
desencadear a parada do ciclo celular na fase G2/M. O mesmo ja havia sido relatado por
Shenker ez al. (1999) em Actinobacillus actinomycetemcomitans e por Lara-Tejero & Galan
(2000) em Campylobacter jejuni. Por outro lado, estudos realizados por Purvén et al.
(1997) indicaram que CdtC de Hemophilus ducreyi era capaz de induzir efeitos toxicos.

Lara-Tejero & Galan (2001) mostraram que CdtA, CdiB e CdiC de C. Jejumi
formavam um complexo tripartite e propuseram que a holotoxina de CDT de C. Jjejuni seria
composta de CdtB como sub-unidade A enzimaticamente ativa e de uma sub-unidade B
heterodimérica composta por CdtA e CdtC.

Estudos epidemiologicos moleculares estio sendo realizados para a detecgio de
genes de CDT em £.coli extraintestinal proveniente tanto de origem animal quanto humana.
Este fator de viruléncia tem sido encontrado em isolados extraintestinais, porém a
frequéncia de ExPEC cdf™ ndo € alta. Téth ef al (2003) detectaram 15 (7,9%) 1solados cdt™
em uma colegdo de 190 afnostras de UPEC. Johnson & Stell (2000) detectaram o gene cdiB
em 8% das linhagens isoladas de urosepsis, enquanto um estudo realizado por Johnson et al
(2002), detectou o gene cdtB em 46% das linhagens isoladas de criangas com meningite.
Estes achados demonstram que a producio de CDT nfio ¢ limitada a linhagens encontradas

em sindromes diarreiogénicas.
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3.3: Capsula

Antigenos capsulares sdo polimeros de monossacarideos repetidos, podendo ter
componentes lipidicos ou amino4cidos em sua estrutura regular, que conferem evasio s
bactérias contra a defesa do hospedeiro e potencia a infecgo in vivo (Jann & Jann, 1997).
A maioria dos isolados uropatogénicos possui capsula do grupo II (K1, K4, K5, K7, Kiz2e
K92), caracterizadas pela expressio a 25°C pelos componentes acidos em sua estrutura, e
por serem cromossomicamente determinadas pelo operon &ps (Jann & Jann, 1997).

Capsula K1 (pertencente ao grupo II), tem caracteristica anti-fagocitica, por ser
carregada negativamente e por bloquear ativacdo da via alternativa do complemento,
reduzindo a opsonizagio. A presenca de K1 é mais comum em meningite e septicemia
neonatal e parece contribuir para o desenvolvimento de pielonefrites do que outros tipos de
ITU (Bliss & Silver, 1996; Jan & Jan, 1997; Russo et al, 1998).

Particularmente K1 e KS foram clonadas e extensivamente estudadas, demonstrando
uma organizacdo comum de trés regides funcionais. Na regidio 2 sio encontrados os genes
que participam da biossintese de acido polisidlico, responsavel pelo sorotipo especifico de
K. Esta regido € flanqueada pelas regides 1 e 3 que sio altamente conservadas. A regido 1
contem seis genes (ApsFEDUCS) e a regido 3 contém dois genes (kpsMT), cujos produtos
sdo requeridos para o transporte do polissacarideo capsular através da membrana
citoplasmatica e montagem junto & superficie celular bacteriana (Bliss & Silver 1996;
Russo ez al, 1998).

Johnson & Stell (2000), pesquisando isolados provenientes de pacientes com
urosepsis, relataram a associagio entre os fatores de viruléncia: capsula, o alelo papGll e
aerobactina, como também foi observada a associagfio positiva entre os genes iApsMTI] e

hiyA.




3.4: Aerobactina

A viruléncia da E.coli patogénica é dependente da sua habilidade de multiplicar e
sobreviver no tecido do hospedeiro. Para isso, o crescimento bacteriano depende de
nutrientes essenciais, como o ferro. A quantidade livre de ferro no homem é limitada,
sendo predominantemente encontrado intracelularmente nas proteinas heme, enquanto
pequenas quantidades de ferro extracelular sdo retiradas por proteinas ligantes de ferro
(Griffiths, 1997, Thariath et al, 1993; Torres et al, 2001; Purdy & Payne, 2001, Russo ef af,
2002).

E.coli patogénica possui varios mecanismos envolvidos para adquirir ferro, sendo
que um deles € a sintese e transporte de sideréforos, quelantes de ferro. Aerobactina, um
sideroforo hidroxamato, é produzida em condigdes de detrimento de ferro encontrado no
fluido corpéreo (complexados as proteinas hemoglobina, transferrina e lactoferrina) e no
tecido de vertebrados. £ um componente importante na viruléncia de linhagens de
Escherichia coli e Klebsiella preumoniae, ocasionando infeccdes extraintestinais em
humanos e animais domésticos pela habilidade de captar ferro da transferrina (Thariath, et
al; 1993).

Outro mecanismo para aquisicio de ferro é a utilizacio direta dos compostos
ferricos do hospedeiro, particularmente da proteina heme. O transporte de ferro associado
com sideroforos, ou o requerimento de receptores de membrana especificos para o
grupamento heme, dependem da proteina TonB e proteinas acessérias ExbB e ExbD
(Braun, 1995; Torres er al, 2001). TonB esta ancorada na membrana citoplasmatica,
providenciando energia para os receptores de membrana externa, associados 2o transporte

de compostos férricos. A contribuicdo deste sistema de transporte de ferro associado a
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proteina TonB na viruléncia, tem sido demonstrada em muitos patbégenos gram-negativos.
Estudos utilizando mutantes fonB" verificaram que a atividade patogénica e aguisi¢io de
ferro nestas linhagens ainda permaneceram mesmo apos a deplegdio de TonB, pois a
bactéria utilizava uma via alternativa para adquirir ferro (Torres ez al, 20Q1).

Os genes que codificam o sistema de captagdo de ferro aerobactina podem ser
plasmidiais ou cromossdmicos. O operon da aerobactina (iuc) compreende cinco genes
iucABCD e iut4. Quatro destes (fucABCD) estio envolvidos na biossintese do siderdforo,
enquanto ut4 codifica o receptor de membrana externa ferroaerobactina. O gene fuch
codifica uma oxigenase que catalisa a conversio da L-lisina em N°-Hidroxilase, que
cataliza o passo inicial da biossintese da aerobactina. (Thariath e al, 1993),

Estudos epidemioldgicos verificaram que em UPEC provenientes de cistite, o
sistema de captagdo de ferro estava associado & expressio da fimbria P {Jacobson er al,
1988). Enquanto Orskov er af (1988) encontraram a associagio da aerobactina com a
fimbria P ¢ a toxina hemolitica, os genes papC*, hiy* e kps™, sdo descritos na literatura em
associagdo com a aerobactina (Orskov ef al, 1988; Griffiths, 1997). Ja Bindgen-Bindois ef
al (2002), associam a presenca da aerobactina com o alelo papGll.

Foi verificado que em linhagens onde o gene da aerobactina era plasmidial, muitas
vezes tambem haviam genes associados a resisténcia antimicrobiana. Estudos realizados em
linhagens provenientes de urosepsis, observaram que os genes da aerobactina eram mais
comuns em linhagens de pacientes comprometidos, do que de hospedeiros nio-
comprometidos, possivelmente porque os hospedeiros comprometidos s80 sujeitos a uma

exposi¢do maior a0s agentes antimicrobianos (Johnson ez al, 1988).
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3.5: Proteina especifica Uropatogénica

Em 2000, Kurazono ef af identificaram uma nova proteina associada a linhagens de
UPEC. Esta proteina foi detectada da linhagem de E.coli Z42, isolada de um paciente com
prostratite. Na procura por um gene homélogo & toxina zot (zomula occludens toxin)
encontrada em Fibrio cholerae, foi identificada uma possivel itha de patogenicidade,
associada com UPEC. Esta PAI contem o gene usp que codifica uma proteina de 346
aminoacidos, que foi designada “Uropathogenic-Specific Protein (USP), e trés “open
reading frames (ORFs; orfl//-3) de 98, 97 e 96 aminoacidos respectivamente, USP ¢
significantemente detectada em linhagens de UPEC, do que em linhagens fecais de
individuos sadios, sendo encontradas em todos os sorogrupos comuns de UPEC. Foi
demonstrado, recentemente, que usp aumenta a infectividade da E.coli, enquanto orfsU/]-3
falharam por exibir este efeito em modelo de infecgiio no trato urinario de camundongo
(Nakano ef af, 2001),

Em estudo conduzido no Japo, o gene usp foi detectado em 24% das 50 amostras
de E.coli de individuos sadios, em 80% dos 195 isolados de cistite e em 93% dos 73
isolados de pielonefrite (Kurazono et ol 2000). Ja o estudo realizado por Bauer ef al
(2002), evidenciou que o gene usp foi encontrado em menor freqiiéncia nos isolados de
ITU, do que naquela colegio estudada no Japdo, e que o resultado obtido ndo caracteriza a
associacio da proteina usp com ITU.

Em trabalho realizado por Parret & De Mot (2002), foi descoberto que a proteina
USP tem homologia relativa as piocinas do tipo S. Piocinas sdo produzidas por linhagens
de Pseudomonas aeruginosa, pertencendo a um grande grupo heterogéneo de proteinas
conhecidas como bacteriocinas. Piocinas s3o bacteriocinas cromossomicamente

codificadas, demonstrando caracteristicas funcionais e estruturais com um subgrupo de
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bacteriocinas de E.coli (colicinas nuclease). E sugerido que a proteina USP atue como uma
bacteriocina, contra a competicio de linhagens de E.coli que ocupam o mesmo nicho,
aumentando desta forma sua infectividade no trato urinario (Parret & De Mot, 2002).

Neste trabalho foram detectados os fatores de viruléncia, previamente descritos na
literatura, presentes em cepas de UPEC provenientes de pacientes apresentando quadro
clinico de cistite. Para estudar estas amostras de E.coli foi proposto a caracterizacio
genotipica dos fatores de viruléncia através da reagdo da polimerase em cadeia (PCR) que
tem se demonstrado como um método sensivel e especifico. Os resultados obtidos através
deste estudo com amostras de UPEC podem auxiliar na definigio da prevaléncia e
associagbes entre os fatores de viruléncia e o hospedeiro, promovendo um estudo
epidemioldgico, assim como estimativas do significado clinico destes fatores de viruléncia

envolvidos na cistite.
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II- OBJETIVOS:

Este trabalho teve por objetivo a caracterizagdo genotipica de 162 amostras de
LEscherichia coli (UPEC) isoladas de pacientes apresentando sinais clinicos de cistite. Para

tal buscou-se:

1- Verificar a presenca dos genes codificadores para os fatores de colonizagio: fimbria do
tipo 1 {fimH), fimbria P (papC, papG, papE/F), fimbria S (sfa) e adesina afimbrial (qfa),

através da reagdo da polimerase em cadeia (PCR) utilizando iniciadores especificos;

2-Venficar através da PCR, a presenga dos genes para os fatores de viruléncia associados a
UPEC previamente descritos na literatura, tais como as toxinas cnf-1, hly e cdt, o sideroforo
aerobactina (fucD), cépsula (kpsM7I]) e a proteina uropatogénica especifica (usp),

recentemente identificada.

3- Venificar a associagdo de genes para os fatores de viruléncia estudados, presentes em

cada uma das amostras.
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II- MATERIAL E METODOS:

. 1-Amostras bacterianas:
Foram utilizadas 162 amostras de Escherichia coli, isoladas de pacientes
apresentando quadro clinico de cistite. Estas amostras foram doadas pelo Prof. Dr Ulysses

Moraes de Oliveira, do Departamento de Patologia Clinica/FCM-UNICAMP.

Como controle positivo foram utilizadas as amostras FVL2 (04:K12:H1, sfa, pap,
tuch, hly, enf-1), FVL16 (06:K13:H1, cnf-1, hiy, pap, sfa), FV35 (afa, iucD, cnf-1), FVL8
(O4:K12:HS, sfa, pap, papGli, hly, iucD, usp, cnfl), 196 (papGl e papGIIT), ORN 115
(fimH), U9-41 (O2K1:H4, kpsMTI), CLDT7(2) (cdf). Como controle negativo foi
utilizada a amostra DH5c. Todas as amostras pertencem a bacterioteca do Departamento de

Microbiologia e Imunologia/IB-UNICAMP.

2-Obtencio de DNA para Reaciio em Cadeia da Polimerase (PCR):

A obtengdo de DNA foi realizada de acordo com o método descrito por Blanco e
al, 1997b. As amostras foram cultivadas em Infuso cérebro e coragdo (BHI) a 37°C por 24
horas. Apos este procedimento, foram repicadas em agar TSA a 37°C por 24h para
obten¢ao de crescimento confluente. Em seguida, um raspado de cada uma das amostras foi
ressuspendido em 100ul. de dgua deionizada estéril. A suspensdo bacteriana obtida foi
fervida por 10 minutos e centrifugada a 10.000 rpm por 2 minutos. Os sobrenadantes destes

materiais foram utilizados para a reacdo de PCR.
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3-Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR):

A reagio de PCR foi realizada utilizando-se iniciadores especificos para cada um dos
genes ja descritos na literatura: papC (proteina de membrana externa da fimbria P), papE/F
(subunidades menores da fimbria P), papGIL/GII/GIIT (alelos da adesina papQG), fimH
(adesina da fimbria do tipol), afaB/C (regido consevada chaperona-ancora), sfal)/F (regido
conservada sfa/foc), cnf-1 (fator necrozante citotoxico do tipol), Aly4 (proteina estrutural
hemolitica), jucD) (oxigenase responsavel pela biossintese da aerobactina), ApsA7I/
(montagem do grupo II capsular-K1,K5), usp (proteina especifica uropatogénica), cdB
(toxina citoletal distensora). A seqiiéncia dos iniciadores, temperatura de anelamento e peso
molecular estfio especificadas na Tabela 3.

Tabela 1: Para as reagdes de PCR dos genes afa, fimH, cnf-1/sfa, usp e cdt foram utilizados:

Reagentes Volume (uL} Concentracao final
Agua detonizada estéril (gsp) 30
10X "PCR Buffer” (Biotoois) 3 X
10mM "dNTP mixture” (Biotools) 0.6 0.2 mM cada
Iniciador 1 R Tabela 1
Iniciador 2 Tabeia 1
50 mM MgC12 (Biotools) 1.2 2.0mM
DNA extraido 7
"Tag-DNA  Polimerase” (1U) 1 1.0U
(Biotoois)
TOTAL 30

As solugbes foram pré-aquecidas a 94°C/10" e submetidas a 30 ciclos de: 94°C/1°,
temperatura de anelamento de 76°C/1” para afa, 66°C/1” para usp, 63°C/1 para sfa/cnf-1,

JimH, e 50°C/1’para cdtB, temperatura de extensio de 72°C/2” e, em seguida, a 72°C/7".



Reagbes de multiplex foram padronizadas isoladamente e posteriormente agrupadas
de acordo com o peso molecular: Multiplex A para os iniciadores papC , papGI, papGII,
papGlll e multiplex B para kps, papE/F, iucD, hly.

Tabela 2: Para as reagbes de PCR multiplex foram utilizados:

Reagentes Volume (ulL) Concentracio final
Agua deionizada estéril (gsp) 25
10X "PCR Buffer” (Biotools) 2.3 1X
10mM "dNTP mixture" (Biotools) 1.2 0.4 mM cada
Iniciador 1 o Tabela 1
Iniciador 2 Tabela 1
30 mM MgCl12 (Biotools) 2.4 4 mM
DNA extraido 2
"Tag-DNA  Polimerase” (1U) 1,5 15U
(Biotools)
TOTAL 25

As solugbes foram pré-aquecidas a 94°C/10" e submetidas a 25 ciclos de: 94°C/30”,
temperatura de anelamento de 63°C/1°, temperatura de extensiio de 68°C/3’ e, em seguida,

a 72°C/T.

4- Eletroforese em Gel de Agarose:

Para a leitura do resultado das amplificagdes, Sul. do tampdo de amostra (0,25% de
azul de bromofenol; 0,25% de xilenocianol; 25% de ficoll) foi misturado no produto da
reagdo. Foram aplicados 10ul. da mistura no pogo preparado em gel de agarose 2%
(Amersham Pharmacia Biotech/Suécia), em Tampido Tris 2M, Acido acético 0,04M,
EDTA 0,01M pH 8 (T.AE). A identificacic da banda foi feita mediante incubacio em
solucdo de brometo de etidio (1,5ug/ml.) por 15' e visualizada em transiluminador de luz
UV. Para registro, os géis foram fotografados através do sistema ImageMaster VDS

{Amersham Pharmacia Biotech Inc. EUA).
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Tabela 3: Iniciadores usados nas reagdes de PCR.
Produto Quantidade TA*
Gene  Seqiiéncia de eligonacletidios (53" — 3") amp(i;ig)cade ;;1;?:3;);;; Referéncia ‘0
(mg/ul)
CNF1: GAA CTT ATT AAG GAT AGT Blanco ez
cnfl 543 90 63
CNF2: CAT TATTTATAA CGC TG al; 1997b
1: AAC AAG GAT AAGCACTGTTCT GGC T Yamamoto
hiyA 1.177 60 63
2 ACCATATAAGCGGTCATTCCC GTC A et alb, 1995
L:GAC GGC TGT ACT GCA GGG TGT GGC G Daigle, et
papC 328 60 63
2. ATATCCTTT CTG CAG GGA TGC AAT A al; 1994
IGCAACAGCAACGCTGGITGCATCAT Yamamoto
papl/E 336 60 63
2:AGA GAG AGCCACTCTTAT ACG GAC A et al, 1995
pap G 1:CAA CCT GCT CTC AATCTT TAC TG 692 60 Karkkainen 6
elasse I 2.CATGGCTGG TTGTTC CTA AAC AT et al, 1998
pap G 1.GGA ATG TGG TGA TTA CTC AAA GG 62 60 Karkkainen 63
J
classe If 2:TCC AGA GAC TGT TCA AGA AGG AC et al; 1998
papG PGL:CAT GGCTGGTTG TTC CTAAAC AT Karkkainen
421 60 63
Classe Il pG2TCC AGA GAC TGT GCA GAA GGA C et af, 1998
A TGC AGA ACG GAT AAGCCG TGG Johnson &
fmH 508 60 63
B GCA GTC ACC TGC CCT CCG GTA Siell, 2000
1: GCT GGG CAG CAA ACT GAT AACTCTC Yamamoto
afaBC 750 60 76
2:CATCAAGCTGITTGTTCG TCC GCC G et al, 1995
1: CGG AGG AGT AAT TAC AAA CCT GGC A Daigle et
sfal/E 410 90 63
2: CTC CGG AGA ACT GGG TGC ATC TTAC al; 1994
A TACCGGATT GTC ATATGC AGA CCG T Yamamoto
fueld 602 60 63
BAAT ATCTTC CTC CAG TCC GGA GAA G et al; 1993
A:TAT GAT AGC CTC TTT TAT CGT CGT CTG Sit
cdft B BAGA GGA GAG TTA GAG CCT ATG ATA GCC 805 60 va e 30
CT Leite: 2002
A:ATGCTACTGTITCCGGGT AGTGTIGT Nakano ef
usp 1000 60 66
B: CAT CAT GTAGTC GGG GCG TAACAAT ail, 2001
A: GCGCATTIG CTGATACTG TTG Johnson &
kpshTIT 272 60 63
B: CAT CAG ACG ATA AGC ATG AGC A Stell, 2000

*TA: Temperatura de anelamento



IV-RESULTADOS

Os ensaios de polimerizagdo em cadeia permitiram a caracterizagio genotipica das
162 amostras de L.coli isoladas de pacientes apresentando quadro clinico de cistite.
Identificamos que 154 amostras apresentaram o gene fimH (95,1%), 86 amostras o gene
kpsMTIT (53,1%), 53 amostras o gene papC (32,7%), 45 amostras o gene sfa (27,7%), 42
amostras o gene iucl) (25,9%), 41 amostras o gene Aly (25,3%), 36 amostras o gene usp
(22,2%} e 30 amostras apresentaram o gene da toxina CNF-1 (18,5%). Nenhuma amostra
foi positiva para o gene cdfB e para o gene pap(GI (Tabela 4).

Em 76 amostras (49,35%) foi detectada a presenga de dois ou mais genes associados
a diferentes estruturas fimbriais. Quatro amostras (2,5%) foram negativas para todos os
genes dos fatores de viruléncia pesquisados.

Através dos resultados da PCR foi possivel verificar associagdes entre os fatores de
viruléncia pesquisados neste trabalho. Em outras palavras, foi possivel verificar quais
genes, para os fatores de viruléncia estudados, estavam presentes em cada uma das
amostras analisadas (Tabela 5 a 9). Assim, os genes para as diferentes fimbrias encontradas
em UPEC, ja descritas na literatura foram estudadas, sendo posteriormente verificada a
possivel associagdo entre estes genes fimbriais e com os outros fatores de viruléncia
associados a infecgOes no trato urinario, como toxinas e a proteina uropatogénica (USP),
recentemente descoberta. Os genes papC, sfa, afa e usp foram tomados para anilise,
conforme mostram as tabelas 6, 7, 8 ¢ 9, respectivamente.

O gene para a adesina da fimbria do tipo 1 (fimH) foi detectado em 154 amostras.
Em 78 amostras foi encontrado apenas o gene fimH, estando ausente quaisquer outros genes
para estruturas fimbriais. Destas 78 amostras, 50 amostras possuiam apenas o gene para a

adesina fimH, enquanto que em 28 amostras foi detectada a presenca de um ou mais dos
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genes estudados para fatores de viruléncia ndo associados a fimbrias (Tabela 5). Dentre as
154 amostras fimH ', 83 amostras eram kps' (53,9%), 40 amostras iucD)” (26,0%), 40
amostras Aly ' (26,0%), 35 amostras usp”™ (22,7%) e 30 amostras enf-1" (19,5%). (Dados ndo
apresentados em tabelas, em termos de porcentagem %).

O gene papC, que quando expresso codifica uma proteina de membrana externa da
fimbria P, foi detectado em 53 amostras (32,7%). Dentre as 53 amostras papC, foram
obtidas 45 amostras kps™ (84,9%), 31 amostras Aly” (58,5%), 23 amostras iucD™ (43,4%) e
16 amostras cnf~1(30,2%). Estes resultados estdo expressos na Tabela 6.

Em todas as 53 amostras papC, foram detectados genes para os diferentes alelos da
adesina pap(, sendo assim distribuidos: 29 amostras papGIT, 23 amostras papGIIIT e
apenas uma amostra papGIl/papGIII”. Nenhuma amostra papGI foi detectada, uma vez que
este alelo € encontrado em amostras isoladas de fezes.

Ambos os alelos papG foram encontrados em associagdo com o gene da toxina
hemolitica, sendo identificadas 12 amostras papGlI"hly' e 18 amostras papGIII hly”,
enquanto o gene para a toxina cnf-J foi identificado em 15 amostras papGIlII” e em apenas
uma amostra papGIH cnf-1" (Tabela 6).

O gene papGlI foi encontrado em amostras em que estavam presentes os genes Aps,
iucl, hly associados ou ndo, enquanto o alelo papGIIT foi detectado em amostras cujos
genes kps, hly e cnf-1 estavam presentes isoladamente ou em suas possiveis associagdes
(Tabela 6).

O gene sfalV/E, responsavel pela expressdo de uma regiio conservada (chaperona)
da fimbria S, foi detectado em 45 amostras, sendo que em 28 amostras sfa’ estava também
presente o gene para o alelo papG, assim distribuido: 12 amostras papGII™ e 16 amostras

papGII™. Além disso, 38 amostras sfa” (84,4%) foram amplificadas para o gene kpsMT7]



(capsula) e 16 amostras iucD’ (35,6%). O gene sfal)/E foi encontrado em associacio com
as toxinas pesquisadas, sendo encontradas 12 amostras sfa hly”, 14 sfa’enf-1" e 13 sfa hly”
cnf-1" (Tabela7).

Ja o gene afaB/C, que quando expresso codifica uma regiio conservada (&ncora-
chaperona) da adesina afimbrial, foi detectado em 10 amostras (6,2%). Em todas as
amostras afz” foi detectado o gene para adesina da fimbria do tipo 1 (fimH), sendo que sete
amostras eram  fimH afa’, uma amostra era fimH'sfa'afa® e duas amostras
SfimH papC” papGII afa’. Em seis amostras foi detectado o gene Aps (capsula) e em quatro
amostras o gene fucl) (aerobactina) (Tabela 8).

O gene iucD foi detectado em 42 (25,9%) das amostras estudadas. Este gene foi
encontrado em 23 amostras positivas para os genes da fimbria P estudados (papC papG
papEF), sendo assim distribuidos, de acordo com os diferentes alelos da adesina papG: 20
amostras papGIl™ e apenas trés amostras papGIII* (Tabela 6). Em 16 amostras positivas
para o gene iucl) também foi encontrado o gene sfa.

Os genes para os fatores de viruléncia céapsula, o alelo papGII e aerobactina foram
encontrados em 19 amostras papGII kps'iucD” e em apenas trés amostras papGIT kps®
iucD”

A proteina uropatogénica especifica (USP) foi detectada em 36 amostras (22,2%).
O gene usp foi detectado em 10 amostras papGIlI” e em 6 amostras o gene papGIil,
totalizando 16 amostras associadas a fimbria P. O gene sfa foi encontrado em 15 amostras
usp” enquanto em 35 amostras usp” foi detectado o gene fimH (Tabela 9). O gene kps foi
amplificado em 25 amostras (69,4%), 15 amostras usp” tiveram amplificado o gene hly
(41,7%), 10 amostras eram iucl)” (27,8%) e sete amostras cuf-! " (19,4%). Estes resultados

estdo presentes na tabela 9.
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Tabela 4: Resultados (nimero e porcentagem), para a pesquisa de genes de fatores de
viruléncia de Escherichia coli* isoladas de pacientes com cistite, por reagdo da

polimerase em cadeia (PCR).

Fatores de viruléncia (Genes) Nimero de amostras positivas (%)
SfimH 154 (95,1)
kpsMTIT 86 (53,1)
papC 53 (32.7)
papGl 0 (0)
papGli 29 (17,9)
papGIIT 23 (14,2)
papGLL/GHT 1 (0,62)
papb/F 53 (32.7)
sfalVE 45 (27.8)
iuch 42 (25,9
hiy4 41 (25,3)
usp 36 (22)2)
cnf-1 30 (18.,5)
afaB/C 10 (6,2)
cdiB 6 (0)

*Legenda: fimH (adesina fimbrial do tipol); kpsMTII (montagem do grupo II capsular-K1, K3); papC
{proteina de membrana externa da fimbria P); papGI/GIVGHI (alelos da adesina papG); papEF
{subunidades menores da fimbria P); sfaD/E (regidio conservada sfa/foc); iucD (oxigenase responsavel
pela biossintese da aerobactina); hiyA (proteina estrutural hemolitica), usp (proteina urcpatogénica
especifica); cnf-1 (fator necrozante citotdxico do tipol); afaB/C {Regifo conservada incora-chaperona);
cdtB (toxina distensora citoletal),
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Tabela 8: Associacdo do gene gfz da adesina afimbrial e os genes para os fatores de

viruléncia em Escherichia coli isoladas de cistites de humanos.

g 2 3 2 =5
w i 12 = o = -
Gene afa g 3 :."k; g S & 5 s

S = ¥ Z.
JfimH afa 2 2 3 7
fimH sfa afa 1 1
JSimH papCilpapGl! afa 1 1 2
Total ! 2 ! 2 1 1 4 10

Legenda: fimH (adesina fimbrial do tipol);

i |
kpsMTII (montagem do grupo 11 capsular-K1, K3y, papC
(proteina de membrana externa da fimbria P); papGU/GII/GHI (alelos da adesina papG); papE/F (subunidades
menores da fimbria P); sfaD/E (regifio conservada sfa/foc); iucD (oxigenase responsdvel pela biossintese da

acrobactina); hlyA (proteina estrutural hemolitica); cnf-1{fator necrozante citotdxico do tipol); afaB/C
{Regido conservada ancora-chaperona).
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V- DISCUSSAOQ:

Escherichia coli ¢ um habitante do trato intestinal do homem e animais
homeotérmicos. Ainda que comumente inofensivas, varias cepas de £. coli tém adquirido
determinantes genéticos ou genes de viruléncia, que as colocam como patogénicas para
humanos e animais. Estes patdgenos sdo responsaveis por trés tipos principais de infecgdes
clinicas: (i) doengas entéricas e diarréia, (ii) infecgdes do trato urinario e, (iii) sepsis e
meningites. Baseado em suas distintas propriedades de viruléncia e sintomas clinicos do
hospedeiro, as cepas patogénicas de E. coli foram divididas em numerosas categorias ou
patotipos: as E.coli diarreiogénicas incluem a E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteropatogénica (EPEC), . coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC) e E. coli enteroinvasora (EIEC). As infecgBes extraintestinais sio causadas por trés
patotipos diferentes: E.cofi uropatogénicas (UPEC), E.coli envolvidas na meningite
neonatal (MENEC) e as que causam septicemias no homem e em animais (Bekal ez al,
2003).

Os genes dos fatores de viruléncia s@o regulados por uma série de fatores (Cotter &
Miller, 1996) e a sua expressio fenotipica muitas vezes & reprimida in vitro. A
caracterizagdo fenotipica da viruléncia ¢ dificil e pouco reprodutivel impedindo o
estabelecimento de um padrdo seguro nos ensaios laboratoriais. Por outro lado, a pesquisa
de genes associados a viruléncia independe da expressio genica, sendo uma poderosa
ferramenta na caracterizagdo de cepas.

Numerosos fatores de virulencia, incluindo adesinas, modificadores da superficie da
célula hopedeira, invasinas, toxinas e sistemas de secrecio estio envolvidos nos mecanimos

de patogenicidade das £. coli. Cepas de um dado patotipo sdo geneticamente similares e




carregam 0s mesmos determinantes de viruléncia envolvidos na infecgio (Bekal ef al, 2003,
Dobrindt et al, 2003).

Estes genes de viruléncia sdo os alvos ideais para a determinacgio do potencial de
patogenicidade de uma dada cepa de £ coli. Alguns métodos moleculares tém sido
utilizados para detectar ¢ identificar £. coli patogénicas, incluindo hibridizagio de DNA-
DNA, PCR, PCR multiplex e Microarray (Van Ijperen er al, 2002, Bekal er al, 2003,
Dobrindt er al, 2003).

Embora o genétipo nfio esteja diretamente correlacionado com a expressio
fenotipica in vivo, os genes podem ser detectados através de técnicas moleculares,
permitindo a realiza¢do de estudos epidemiologicos e analise da associacdo entre os fatores
de viruléncia. No presente estudo foi desenvolvido e padronizado um modelo de ensaio de
PCR para a detecglio de genes de 14 fatores de viruléncia associados a E.coli (UPEC)
1soladas de ITU.

Uma vez que as adesinas podem diferir quanto ao seu receptor nas células epiteliais,
propriedades hemaglutinantes, propriedades sorologicas, codificagio genética, aspectos
morfologicos, além do fendmeno de variagdo de fase, ensaios fenotipicos que se baseiam
no fato de uma cepa poder expressar varias adesinas diferentes, e/ou variantes diferentes de
cada uma, ou de moléculas anti-aderentes que atuam como inibidores da adesdo, sio
complexos e dificeis de serem realizados (Mol & Oudega, 1996; Smyth ef af, 1996).

Enquanto estudos relatam a presenca da adesina FimH (fimbria do tipo 1),
participando do processo de colonizagdo e/ou invasdo nas células uroepiteliais (Gunther IV
et al, 2001, Mulvey et al, 2000, Schilling er al, 2001), outros estudos relatam o ndo

requerimento desta fimbria no processo de patogénese de ITU in vivo (Hull ez ai, 2002;
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Miyazaki ef al, 2002). Deste modo, a importincia e funcdo desta fimbria em processos
patolégicos permanecem ainda incertos.

Estudos vém demonstrando que a presenca da fimbria do tipo 1 no trato urinario
inferior, aumenta a patogenicidade e persisténcia das UPEC, principalmente na bexiga,
ocasionando cistite. Gunther IV et a/ (2001), observaram que durante o curso da infecgdo
na bexiga encontra-se uma grande porcentagem de isolados expressando a fimbria do tipo
1, ou seja, estes isolados mantém o elemento invertido na orientagio ON, expressando a
fimbria. Em contraste, isolados de pieloneffite possuem menor porcentagem de elementos
nvertidos na posi¢do ON. Estas observagBes indicam que podem existir pelo menos dois
grupos distintos de UPEC: um deles adaptado para colonizar o trato urinario inferior
(cistite) e o outro grupo mais apto a infectar o trato urinario superior (pielonefrite).

Jonhson & Stell (2000) trabalhando com isolados de urosepsis, cujos pacientes
apresentavam quadro clinico de inflamac8o e infecgdo no trato urinario, encontraram 100%
de cepas fimH . Morin & Hopkins (2002), estudando 86 amostras de UPEC provenientes
de pacientes apresentando historico clinico de ITU recorrente, encontraram 81 amostras
JimH’, sendo este o tinico fator de viruléncia encontrado em aproximadamente um ter¢o
dos isolados. Ja Obata-Yasuoka ef al (2002}, trabalhando com isolados de E.coli da urina e
swab vaginal, detectaram 100% de isolados fimH .

Nesta pesquisa foram utilizadas 162 amostras de E. coli isoladas de urina de
pacientes apresentando sintomas de cistite. Nos ensaios de PCR, visando a detec¢do do
gene para a fimbria do tipo 1, foram encontradas 154 cepas fimH~ (95,1%). Este resultado
revela a alta frequéncia desta fimbria entre os isolados de ITU. Dentre as 154 cepas fimH
detectadas foi observado que 50 cepas (32,4%) foram positivas somente para o gene fimH,

estando ausente qualquer outro fator de viruléncia. Somam-se a estas 28 cepas (18,2%) em
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que estavam presentes outros fatores de viruléncia pesquisados e que 76 cepas (49,3%)
apresentaram diferentes adesinas associadas. Neste trabalho, 78 cepas isoladas de pacientes
apresentando quadro clinico de cistite apresentaram apenas o gene para a adesina da
Fimbria do tipo 1 (fimH), podendo-se observar a prevaléncia desta fimbria entre os
isolados, uma vez que este foi o unico fator de colonizagio presente e que a fimbria do tipo
1 pode ser a Ginica responsavel pela infec¢do do trato urinario.

O operon pap € estritamente organizado e depende de interaches entre as
subunidades para a formacgdo das fimbrias e adesinas. O gene papC é uma regido
conservada do operon pap, cujo produto é uma proteina de membrana externa (PME) que
parece ser requerida na formacao de complexos estéveis chaperona-adesina-PME, iniciando
a biogénese da fimbria in vivo (Thanassi er al, 2002). Além de papC, estudos
demonstraram que as subunidades menores papE/F, sio necessarias para a polimerizacio da
adesina (Kuehn ef al, 1994, Thanassi ef al, 2002).

Assim, neste trabalho foram utilizados iniciadores para deteccio dos genes
referentes & proteina de membrana externa (pap(), subunidades estruturais menores
(papL’F) e os trés alelos da adesina (papGl, papGIl, papGIIT) da fimbria P. A adesina
papG foi classificada em alelos, papGl, papGll, papGlil, de acordo com o tipo de receptor
e tipo de mfecgio causada pela linhagem infectante (Karkkainen ez a/, 1998; Sung ef o/,
2001).

Estudos epidemiologicos demonstram que o alelo papGIIT esta associado com
cistite aguda, enquanto o alelo II estd comumente associado com pielonefrite e bacteremia.
Sugere-se também gque papGII participe da patogénese da bacteremia durante a ITU e
outras infeccOes. Ainda ndio esta claro, se isso € devido somente & presenga do alelo papGIJ

ou a outros fatores de viruléncia associados. Ja o predominio de papGHI na cistite, ou de
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qualquer outro fator de viruléncia associado a este alelo, pode ser insuficiente para
ocasionar mvasividade na corrente sanguinea (Johnson, 1998; Tseng ef al, 2001).

Em adultos com trato urinario comprometido, seja por anormalidades estruturais ou
funcionais, ocorre a diminuigdo da predomindncia do alelo papGll, permitindo o
desenvolvimento de infecgdes por E. coli com menor capacidade de adesio. Q alelo papGJ
tem sido detectado em amostras de E. coli fecais e ndo é detectado em isolados de
pielonefrite ou cistite (Tseng ez al, 2001).

Dentre as 162 amostras estudadas, 53 amostras foram positivas para o gene papC,
sendo que todas elas amplificaram o gene para a adesina papG, assim distribuidos: 29
amostras papGII~, 23 amostras papGIII” e 1 amostra papGil papGIII*. Confirmando os
dados disponiveis na literatura, ndo foi detectado o gene papGl no grupo de cepas
estudadas.

Ambos os alelos papG foram encontrados em associa¢io com o gene da toxina
hemolitica, sendo identificadas 12 amostras papGII” e 18 amostras papGIIT hly*. Estes
resultados corroboram com os resultados descritos na literatura, onde ambos os alelos s3o
encontrados em cepas hemoliticas (Féria er al, 2001). Bingen-Bidois er al (2002),
estudando linhagens provenientes de pacientes apresentando urosepis (quadro clinico de
inflamagdo e infec¢do no trato urinario, porém com isolamento do microrganismo pela
hemocultura), também encontraram a associa¢do entre os alelos papGIl papGIIl com o
gene Aly.

Em 53 amostras foi detectada a presenca dos genes papC papEF papG. Estes
resultados demonstram a presenca dos genes associados 2 montagem e viabilidade da
adesina na mesma amostra, uma vez que 32,1% das amostras estudadas apresentaram os

trés genes.
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Nos resultados obtidos através da PCR, encontramos valores aproximados entre os
alelos papGll e papGlll. Vinte e nove amostras foram papGII™ enquanto vinte e trés foram
papGIIT™ e apenas uma amostra foi papGII" papGlII". Nenhuma amostra foi positiva para o
gene papGl, uma vez que este gene € encontrado em amostras isoladas de fezes. O
resultado esperado era uma maior freqiiéncia de amostras positivas para o gene papGlI,
uma vez que este gene esta relacionado 2 cistite.

O gene da toxina CNF-1 tem sido relatado em associagio com o gene da adesina
papGII (Blum ef al, 1995; Johnson & Stell, 2000; Bingen-Bidois e ai, 2002). Neste
presente trabalho foram encontradas 15 amostras papGlIl cnf-1" e apenas uma amostra
papGlIT foi positiva para o gene cnf-1.

Além da fimbria P a colonizagdo do trato urinario pode ser efetivada pela fimbria S.
Esta fimbria ¢ fortemente regulada por sinais ambientais como temperatura, meio de
crescimento e osmolaridade. Ensaios fenotipicos demonstraram que ocorre variacio na
expressdo fimbrial e muitas linhagens de E. coli nio expressam a fimbria S em condigGes
de laboratério (Skolowska-Kohler ez al, 1997). Assim, estudos genotipicos permitem-nos
pesquisar a presenca da fimbria S (gene sfaD/E - regifio conservada do operon sfa/foc) e sua
associagdo com outros fatores de viruléncia, independente da sua expressio fenotipica.

Embora a fimbria S esteja associada a pielonefrites, meningites e septicemias, no
presente trabalho, em que foram estudadas amostras isoladas de cistites, foram identificadas
por PCR 45 amostras sfa” (27,8%). As fimbrias S sdo freqiientemente associadas aos
antigenos somaticos “0” e principalmente com a presenga de capsula “K”. Dentre as 45
amostras sfa’, 38 (84,4%) foram positivas na PCR para a determinacio da presenca do

gene para capsula dos tipos 1 e 5.
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Tendo em vista que a fimbria S adere a receptores celulares compostos por
glicoconjugados que contenham acido sialico (Ott ef a/, 1988; Sarén e al, 1999) e, mais
recentemente foi relatada a presenga de residuos de acido sialico na Uroplaquina 3, proteina
de membrana integral presente na superficie do limen da bexiga (Mulvey, 2002; Sakarya et
al, 2003), pode-se inferir que a fimbria S também possa atuar efetivamente em infecgdes na
bexiga.

A fimbria S também ¢ encontrada em amostras que possuem genes para toxinas,
principalmente a toxina CNF-1 e a hemolisina. Neste trabalho foram encontradas 27
amostras sfa’ caf-1" (60%) e 55,5% de amostras sfa’ Aly™. Detathando os perfis obtidos
temos: 14 sfa” enf-1", 12 amostras sfa hly” e 13 sfa hly” cnf-1".

A associagdo com outras adesinas também tem sido descrita, principalmente com os
alelos papGlI e papGIIi (Johnson & Stell, 2000, Bingen-Bidois ef a/, 2002). Deste modo
foi proposto verificar a associagdo do gene da fimbria S com o gene pap(G. Em 28 amostras
sfa” o gene para adesina papG foi positivo, sendo encontradas 16 amostras (35,5%)
papGIII" e 12 (26,6%) amostras papGII™. Foi observada também a presenca do gene da
fimbria do tipo 1, (15 amostras (33,3%) fimH"), o que permite concluir serem essas
amostras ainda mais aptas a colonizar com maior eficiéncia as células uroepiteliais.
Também tem sido relatado na literatura que a fimbria S nio é encontrada em amostras que
possuem © gene para aerobactina {(Johnson & Stell, 2000). Neste trabalho, diferente da
literatura, foram encontradas 16 amostras sfa iucD”

O gene afa ¢ encontrado em baixa fregiiéncia nas cepas uropatogénicas e geralmente
ndo esta associado a outro fator de viruléncia. Tem sido encontrado apenas entre 0-12,5%
de amostras afa” em amostras uropatogénicas (Jonhson & Stell, 2000; Tseng ez al, 2001,

Miyazaki et al, 2002). Entre as adesinas afimbriais {Afa) as que sdo predominantemente
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encontradas em cistite sdo: afaf-/ e afak-3. AfaE-1 pode causar cistite na auséncia de
outros fatores de viruléncia, enquanto AfaE-3 adere e invade células uroepiteliais
ocasionando  infecgdo na bexiga (Garcia et ai, 2000, Selvarangan ef al, 2000; Le
Bouguénec ef al, 2001; Mulvey, 2002).

Neste estudo foram encontradas apenas 10 amostras afa” (6,2%) e destas, duas
amostras foram fimH kps’, duas amostras fim{ iucD kps®, uma amostra fimH sfa"cnf-
I"tueD’kps” e uma amostra fimH papC papGIIiucD hly kps™. Trés amostras afa”
apresentaram apenas o gene para adesina FimH, estando ausente qualquer outro fator de
viruléncia e, em uma amostra foi detectado o operon pap, ndo apresentando associagio com
outro fator de viruléncia. Os nossos resultados corroboram com os dados observados por
outros pesquisadores, uma vez que o gene para a adesina Afa foi encontrado em baixa
prevaléncia.

Linhagens que produzem Hly freqiientemente produzem outros dois determinantes
urovirulentos: CNF-1 e fimbria P. Estes trés genes sdo encontrados na mesma ilha de
patogenicidade (Blum ez a/, 1995; Johnson & Stell, 2000; Bingen-Bidois ef af, 2002). Entre
as 162 amostras de £.coli por nos estudadas, 41 amostras eram 4ly™ (25,3%) e 30 cnf-l"
(18,5%). Dentre as 41 amostras hemoliticas, 31 amostras foram papC™ (75,6%), 23 sfa”
(60,9%), 16 cnf-1" (39,0%).

Devido a associagdo génica entre CNF-1 e Hly, estudos sugerem gue CNF-1 pode
influenciar a agdo da hemolisina, possivelmente pelo desencadeamento da internalizagdo ou
associagdo intima de . coli hemoliticas com células da bexiga, aumentando a efetividade da
hemolisina (Island e/ al, 1998). A construgio de mutantes isogénicos deficientes na
produco de CNF1, demonstrou que esta toxina ndo altera a citotoxidade de isolados

hemoliticos de pacientes com cistite em cultura de células de bexiga humana in vifro
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(Island ez al, 1998). Dentre as 30 amostras cnf~/", 27 amostras apresentaram-se associadas
com sfa’, 16 amostras eram papC” e 16 amostras eram hly”. Na literatura a adesina sfas é
encontrada em associagdo com a toxina CNF-1 (Johnson & Stell, 2000; Mulvey, 2002).

Johnson & Stell (2000), trabalhando com isolados de E coli provenientes de
urosepsis, pesquisaram 29 genes associados aos FV de UPEC. A toxina CDT foi um dos
genes estudados, sendo encontrado 8% de amostras cdf”. Recentemente, Toth ef al (2003),
pesquisando a ocorréncia da toxina CDT de isolados patogénicos de £ coli de origem
humana e de outros animais, estabeleceram uma nova variante desta toxina: CDT IV. Esses
autores, utilizando os diferentes tipos de iniciadores para todas as variantes de CDT -1V,
detectaram 7,9% (15 de 190) amostras de UPEC cdr™. Neste trabalho, a presenca do gene
da toxina CDT foi pesquisado, porém diferente do relatado pelos autores acima citados, nas
amostras por nos estudadas o gene da subunidade cdfB ndo foi detectado. Este resultado
sugere que esta toxina ndo esta relacionada a ITU, uma vez que a prevaléncia deste gene
em amostras extraintestinais € baixa, nfio caracterizando esta toxina como um FV
responsavel pela patogehicidade.

Além da presenga de fatores de colonizagio e toxinas, a aquisigdo de ferro para
bactérias patogénicas é um pré-requisito para o processo infeccioso, pois a bactéria
consegue invadir e multiplicar o tecido alvo, sendo que altos niveis de ferro podem levar a
uma infecgdo mais rapida (Griffiths, 1997; Purdy & Payne, 2001, Torres ef af, 2001). O
sideroforo aerobactina, pela habilidade de captar ferro da transferrina, é considerado um
fator de viruléncia encontrado em linhagens de £ coli isoladas de infecgdes
extraintestinais, tanto de humanos quanto de animais domésticos. Em UPEC provenientes
de cistite foi detectado este sistema de captagiio de ferro, associado i expressdo da fimbria

P ¢ a toxina hemolisina (Jacobson e al, 1988).
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Neste trabalho foi utilizado um par de iniciadores para o gene izcD, que codifica
uma enzima ativa no passo inicial da biossintese da aerobactina. Das 162 amostras
estudadas, 42 amostras (25,9%) foram iucD™ pela PCR. Destas 42 amostras jucD", 23
amostras foram papC”, 17 hly™ e 34 kps™. E interessante ressaltar que 27 amostras (64,3%)
foram positivas para todos os genes encontrados em associagio com a aerobactina descritos
na literatura: papC™, hly” e kps® Ja Bindgen-Bindois ef af (2002), associam a presenga da
aerobactina com o alelo papGlI, sendo que, neste trabalho esta associacdo foi encontrada
em maior frequéncia, ja que dentre as 29 amostras papGIl encontradas, 20 (68,9%)
apresentaram o gene /ucD” e dentre as 23 papGIII” apenas trés amostras (13,0 %) foram
iuch’

A maioria dos isolados uropatogénicos possui capsulas do grupo II (K1, K5) ¢ sdo
cromossomicamente determinadas pelo gene Aps. A presenga da capsula € comum e parece
contribuir mais para o desenvolvimento de pielonefrites do que em cistites e uretrites {Jann
& Jann, 1997). Em nosso estudo foram encontradas 86 cepas (53,1%) kpsMTII" . Todas as
86 cepas ApsMTII", apresentaram associagio com outro FV pesquisado. Johnson & Stell
(2002), pesquisando isolados provenientes de pacientes com urosepsis, relataram a
associacdo entre os fatores de viruléncia capsula, o alelo papGll e aerobactina; também foi
observada a associagio positiva entre os genes kpsMTII e hlyA. Neste presente trabalho, foi
observado que os resultados correspondem aqueles citados na literatura, uma vez que foram
encontradas 19 amostras papGII kps iucD" e apenas trés amostras papGlil kps iucD".
Além disso, a capsula foi encontrada em 36 cepas Aly ~ (87,8%), 34 cepas iucD™ (80,9%) e
em 27 cepas cnf-1"(90%).

Recentemente, Kurazono ef al (2000), identificaram uma nova proteina associada a

linhagens de UPEC, sendo denominada proteina especifica uropatogénica. USP ¢
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encontrada em maior prevaléncia em linhagens de UPEC, do que em linhagens fecais de
individuos sadios, sendo encontradas em todos os sorogrupos comuns de UPEC.

Em estudo conduzido no Japdo o gene usp foi detectado em 24% das 50 amostras de
F.coli de individuos sadios, em 80% dos 195 isolados de cistite e em 93% dos 73 isolados
de pielonefrite (Kurazono et al, 2000), associando a alta incidéncia da proteina com a
patogénese da ITU, ou seja, a presenca de USP aumenta a infectividade no trato urinario. Ja
no estudo realizado por Bauer ef al (2002), verificou-se que o gene usp foi encontrado em
menor freqiiéncia nos isolados de ITU do que naquela colegdo estudada no Japdio e que o
resultado obtido ndo caracteriza a associa¢do da proteina USP com ITU.

Em trabalho realizado por Parret & De Mot (2002), foi descoberto que a proteina
USP tem homologia relativa as piocinas que sio produzidas por linhagens de Pseudomonas
aeruginosa, pertencendo a um grande grupo heterogéneo de proteinas conhecidas como
bacteriocinas. E sugerido que a proteina USP atue como uma bacteriocina, contra a
competicdo de linhagens de Z.coli que ocupam o mesmo nicho, aumentando desta forma,
sua infectividade no trato urinario.

Neste trabalho foram detectadas 36 amostras usp’ (22,2%). Esta proteina foi
encontrada em 5 amostras apenas fimH usp”, em 69,4% das amostras que possuiam o gene
para capsula, em 41,7% das amostras Aly” em 27,8% das amostras iucD” e em 19,4% das
amostras cnf-1'. A proteina especifica uropatogénica foi menos freqiiente do que naquela
colegio de isolados estudados no Japdo. Este resultado pode ser devido a diferencgas nos
tipos de amostras individuais coletadas ou pode refletir variagdo geografica da coleta das
amostras.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 5, observamos que o gene para

adesina papGll foi encontrado em amostras que possuiam os genes Aps, iucD e hly, ndo
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sendo observada associagio com o gene cnf~/. Ji o alelo papGIIl foi encontrado em
amostras que apresentavam os genes Aps, Aly e cnf-/. Ambos os alelos foram detectados em
amostras que possuiam o gene para a fimbria S. Os genes cnf~/, hly e kps foram
encontrados em amostras sfa” e, como dito anteriormente, as amostras positivas para o gene
sfa” também foram amplificadas para os genes dos alelos da fimbria P.

Este trabalho teve como objetivo um estudo epidemiolégico visando caracterizar
genotipicamente amostras de E.coli isoladas de pacientes apresentando quadro clinico de
cistite, definindo a freqiiéncia e associagdo dos fatores de viruléncia encontrados em UPEC,
Os resultados demonstraram que as amostras estudadas apresentaram um ou mais dos
fatores de viruléncia possiveis de estarem envolvidos na patogénese da infecgio. Além
disso, foi verificada a presenca de dois ou mais tipos de fatores de colonizagio em uma
dada amostra, sugerindo que estas amostras estavam mais aptas a colonizarem diferentes
tipos de tecidos do trato urinario.

Os resultados do presente trabalho poderdo auxiliar estudos relacionados &
patogénese da ITU, ﬁma vez que estes dados podem auxiliar as investigagbes das
propriedades bacteriologicas da FE.coli, assim como a importincia do grau de

patogenicidade presente em cada amostra de UPEC.
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VI- CONCLUSOES

* Os resultados obtidos com o uso da técnica de PCR demonstraram que O gene para a
fimbria do tipo 1 (fim#]) foi detectado em 95,1% das amostras provenientes de pacientes

com cistites.

* Os genes que codificam para fimbria P (papC papG papE/F), fimbria S (sfaD/E) e
adesina afimbrial (afaB/C) foram detectados pela PCR em 32,7%, 27.8% e 6,2%,

respectivamente, das amostras de £.coli estudadas.

* Em25,3% das amostras o gene /iy foi detectado pela PCR e em 18,5% das amostras foi
amplificado o gene cuf~1. O gene para a toxina CDT nio foi identificado neste grupo de

cepas €, aparentemente, ndo estd associado a cistite.

* O gene para o alelo papGIT foi detectado em amostras cujos genes Ay, jucD e kps
estavam presentes na mesma amostra estudada, enquanto o gene para o alelo papGli/

foi amplificado em amostras onde estavam presentes os genes cuf-/, hly e kps.

* No estudo do gene sfal)/E pertencente & fimbria S, foi observada uma maior fregiiéncia
deste gene com os FV capsula, alelos papG e as toxinas CNF-1 e Hly. Em 84,4% das
amostras sfa" foram detectados o gene kps*, 62,2% das amostras papG’, 60.0% das

amostras cnf-1" e 55,5% das amostras Aly".

= O gene para a proteina especifica uropatogénica (usp) foi detectado em 22.2% das
amostras estudadas, sendo que 69,4% das amostras eram kps™ e 41,7% das amostras

eram hly "
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