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RESUMO

Esta dissertagdo teve como objetivo principal estudar
as linhagens de Escherichia coll uropatogénicas que representam a
forma mais freguente de infecc¢des extraintestinais em mamiferos.
Dezoito cepas uropatogénicas de E. coli, isoladas no Hospital de
Clinicas da UNICAMP, foram utilizadas para o estudo comparativo
de caracteristicas genéticas associadas a patogenicidade. Estes
ensaios genéticos compreenderam a expressio de fimbrias, a
adesdo em células urcepiteliais, producdo de hemolisinas,
andlises eletroforéticas de proteinas de superficie e de membrana
em géis de poliacrilamida/SDS, presenga de plasmidios e produtos
de reacdo da técnica de PCR - DNA Fingerprinting (RAPD). Dentre
os resultados obtidos destacam-se: 1) a capacidade da maioria das
cepas uropatogénicas em aderir a células uroepiteliais; 2) a
presenca de plasmidios de diferentes pescs moleculares em
praticamente todas as cepas; 3} ndo uniformidade na expressdo de
determinados fatores de viruléncia, como por exemplo, fimbrias e
hemoliginas; 4) similaridade em todos os perfis eletroforéticos
de proteinas de membrana; e 5) classificacdo das linhagens em
grupos determinados com base nos perfis eletroforéticos de
proteinas de superficie; 6) a diferenciag¢do das linhagens através
da técnica de PCR - DNA Fingerprinting com o primer utilizado ndo

foi possivel.



SUMMARY

This work had as main objective to study Uropathogenic

Escherichia c¢oli strains, that represent the most frequent form

of extraintestinal infection in mammalian species. Eighteen
uropathogenic E. ¢oli strains isolated at the Medical School of

Universidade Estadual de Campinas were utilized for comparative

studies of genetic characteristics associated to the
pathogenecity. The genetic traits comprised expression of
fimbriae, intensity of adhesion on uroepithelial cells,

production of hemolysins, electrophoretic analysis of surface
and outer membrane proteins in SDS/PAGE, presence of plasmids and
products of PCR - DNA Fingerprinting (RAPD). Among the obtained
results we could detach: 1) capacity of the majority of the
strains to adhere to urcepithelial cells; 2) presence of
plasmids with different molecular weights in all strains; 3)
differences at the expression of virulence factors as fimbriae
and hemolisins; 4) similarity of outer membrane proteins in
profile SDS/PAGE; 5) classification of the strains in groups
according to the electrophoretic profile of surface proteins; and
6) the differenciation of strains through PCR - DNA -

Fingerprinting was not possible.
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1 - INTRODUCAO
As infecgdes intestinais em humanos sdo causadas
principalmente por bactérias da familia Enterobacteriacea, entre

as quais destacam-se Escherichia coli, Salmonella, Shigella e

Yersinia. As infec¢des do trato urindrio (ITU) s8o as formas de
infeccbes extraintestinais mais frequentes e, a bactéria
Escherichia ¢oli é o patdgeno mais comum (JOHNSON 1991).

As doengas diagnosticadas no trato urindrio resumem-se
em pielonefrite aguda, induzida por uma infecg8o nos rins;
cistite aguda, 1infeccgdes limitadas & bexiga wurinaria; )
bacteritria, manifestada apenas pela presenga de bactérias na
urina (HAGBERG et al., 1981) .

Entre og fatores de viruléncia das Escherichia coli de

infecgfes extraintestinais destacam-se as fimbrias tipo 1 e tipo
P, entre outras, e gque promovem a adesdo ds células urocepiteliais
dos hospedeircs. Hemolisinas que s8o toxinas citotdxicas e fator
necrosante citotdxico (CNF), que provoca a dermonecrose "in vivo"
e multinucleagdo em células cultivadas "in vitro", também gdo
importantes fatores de viruléncia (CAPRIOLI et al., 1987).

Até hoje, a classificacdo das linhagens bacterianas
Escherichia c¢oli se faz pela determinagdc de sorogrupos e
sorotipos, através de reagdes soroldgicas contra oS trés
antigenos ocorrentes na espécie, 0, K e H (TRABULSI, 1989).

Recentemente, poxrém, outros métodos de tipagem
molecular foram desenvolvidos com a finalidade de comparar as
diferentes linhagens isoladas de casos de infecgdes. Entre estes
novos métodos destacam-se a andlise de perfil eletroforético de
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plasmidios e proteinas de membrana, "imunoblotting" e andlise de
fragmentos de restrigdo de DNAs plasmidial e cromossdmicos
{(PFALLER & HOLLINS 1%89) e, mais recentemente, RAPD - "Random
Amplified Primer DNA'", isto &, amplificacio de segmentos de DNA
aleatdérios através de "primersg" inespecificos (AKOPYANZ et al.,
1992) .

Assim sendo, este trabalho teve como principal objetivo

a caracterizacdo de linhagens de Escherichia coli uropatogénicas

isoladas de pacientes do Hospital de Clinicas da Faculdade de
Ciéncias Médicas (FCM) através de: (1) Determinag8o da capacidade
de adesdo "in vitro" a células uroepiteliais e expressido de
possivels fatores de adesdo; (2) - Detecgdo de possiveis toxinas
como por exemplo as hemolisinas; (3) utilizag8o de eletroforese
para detectar proteinas estruturais localizadas na membrana e
na superficie externa bacteriana em gel de poliacrilamida/SDS,
presenga de DNAs plasmidiais e fragmentos amplificados por PCR

DNA - Fingerprinting em gel de agarose.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - O género Egcherichia coli e sua patogenicidade.

A bactéria Escherichia coli era conhecida apenas como

um bacilo gram negativo residente no trato intestinal de pessoas
sadias. Entretanto, em 1940, apds uma epidemia de diarréia em

criancas recém-nascidas, a bactéria Escherichia coli foi

reconhecida como a causadora dessa doenga (BRAY 1945).
Pertencente a familia Enterobacteriaceae, este

anaerdbico facultativo desempenha papel fundamental na

fisiologia e manuten¢do da microbiota intestinal (DRASAR & HILL,

1974) .

Entre as patologias causadas por Escherichia ¢oli
destacam-se as diarréias e disenterias em mamiferos, como
consequéncia de infecgdes intestinais e, pielonefrite e c¢istite

devido as infecc¢des no trato urindrio. (LEVINE, 1984).

O critério utilizado para identificacdo das linhagens
de Escherichia coli ainda segue o sistema proposto em 1947 por
Kauffman, o qual retne as diversas linhagens em grupos e tipos
sorologicos, identificados através da variag¢do de trés antigenos
de superficie, conhecidos como:
antigenos 0 - também denominados de antigenos somidticos, que
correspondem a cadeia de unidades repetitivas de
oligossacarideos, do lipopolissacarideo presente na membrana
externa de bactérias gram-negativas;
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antigenos K - antigenos capsulares, que representam polimeros
lineares compostos de subunidades de carboidratos, muitas vezes

associados a aminodcidos e lipideos;

antigenos H - antigenos flagelares, compostos por proteinas
denominadas flagelinas. Um dos aspectos importantes deste tipo de

antigeno & qgue eles sdo encontrados apenas em bactérias mdveis.

Atrualmente, sdo conhecidos 171 antigenos O, 100

antigenos K e 57 antigenos H (TRABULSI, 1989).

A patogenicidade de Escherichia coli € complexa e

multifatorial .Depende de fatores de viruléneia que podem atuar,
individualmente ou em conjunto, no estabelecimento da infeccgdo
(FINLAY & FALKOW, 1989). Entre estes fatores destacam-sge:
Adesinas ou Fimbrias - apéndices protéicos, localizados
na superficie da célula bacteriana, capazes de promover a adesdo

das bactérias a superficie das células do hospedeiro.

Toxinas - moléculas com estruturas complexas, geralmente
de carater proteindceo, gque provocam alteragdes no metabolismo de
células, especilalmente as intestinaisg, gerando um fluxo de ions

e Agua para o lGmen provocando um quadro diarréico.

Hemolisinas - toxina c¢itolitica, geralmente de consgtituicdo
protéica, responsavel pela lise de eritrdcitos de varios

hospedeiros. As hemolisinas mais conhecidas s8o as alfa e beta.



Aercbactinas - sdo moléculas compostas de hidroxamato com
capacidade de se 1ligarem a ions de ferro por um processo de
quelagdc, e gue estes complexos gdo absorvido através de sistemas

de canais na membrana bacteriana denominadas de siderdéforos.

Registéncia Sérica - capacidade que as linhagens bacterianas tém
de impedir o reconhecimento pelos anticorpos do hospedeiro
através da céapsula, lipopolisacarideos ou proteinasg codificadas
por plasmidios e que impedem a ativacgdo da reagdo em cascata do
sistema complemento do hospedeiro (JOHNSCN,1991).

QO estabelecimento da infecgdo bacteriana inicia-se, a
principio, com a adesdo da bactéria & superficie de uma célula-
alvo do Thospedeiro. Este processo é fundamental para a
colonizagdoc de tecidos do hospedeiro, pois mede a habilidade
destas bactérias patogénicas em competir com as bactérias
comensals da flora normal do hospedeiro. Como particularidade dos
patégenos intestinais, o processo de aderéncia tem, também, a
funcdo de resistir aos movimentos peristidlticos do intestino e ao
fluxo da magsa fecal, gque servem como um mecanismo de limpeza do
lGmen intestinal (GAASTRA & de GRAAF, 1982).

Apbs a fixagdo da bactéria no tecido-alvo, o processo
infeccioso pode prossegulir por dois caminhos distintos. Assim,
linhagens bacterianas que se multiplicam e colonizam a superficie
dags células do hospedeiro, s8o c¢lassificadas como ndo-invasivas.
As linhagens gue utilizam a adesdo como uma via essencial antes
de promover a invasdo de tecidos, sdo classificadas como
invasivas (FINLAY & FALKOW, 1989 e GAASTRA & de GRAAF, 1982).
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Entre as linhagens de E. coli classificadas como nédo-
invasgivas destacam-se as enteropatogénicas, enterotoxigénicas,
enterchemorragicas e Enteroagregativas, ligadas &s infecgdes
intestinails, (Levine et al., 1987), e as repregentantes
uropatogénicas. Entre as linhagens invasivas salientam-se as

Bnteroinvasivas, como as Unicas da esgpécie Egcherichia c¢oli, e

algumas representantes dos géneros Salmonella spp e Shigella spp.

2.2 - Linhagens de Escherichia coli associadas ads infecgdes

intestinaig

As 1infecg¢bes bacterianas entéricas representam um dos
principais problemas de salGde pGblica de regides MEeNos
desenvolvidas do mundo, principalmente por serem moléstias que
constantemente afetam criancas e adultos (LEVINE, 1983).

Ag linhagens de Escherichia c¢oli associadas as

infecgdes intestinais constituem um grupo heterogéneo que
provocam certas patologias por mecanismos diferentes. Em 1987,
Levine e colaboladores propuseram um sistema de classificacgdo
destas linhagens de Escherichia coli, separando-as em grupos, que
até hoje & utilizado. Este sistema caracteriza-se por distinguir
os diferentes tipos de fatores de viruléncia de cada grupo, as
caracteristicas das suas interac¢des com as mucosas intestinais,
as diferentes sindromes clinicas, os estudos epidemiolégicos de

cada representante e os diferentes sorotipos O e H.



O sistema distingue cinco grandes grupos:

EPEC - Eschexichia coli enteropatogénicas

ETEC - Escherichia goli enterotoxigénicas

EHEC -~ Escherichia coli enterchemorragicas

EIEC - Escherichia coli enteroinvasivas

EAEC - Escherichia coli entercagregativas

EPEC - Escherichia coli enteropatogénica

As linhagens representantes deste grupo sao as
principais causadoras de diarréia em recém-nascidos, exibindo um
dos quadros clinicos mais severos entre todas as Egcherichia coli
associadags as infecgdes intestinais (TOLEDO et al., 1983).

As EPECs sd3o atoxigénicas, isto &, ndo produzem nenhuma
das enterotoxinas conhecidas. Levine e colaboradores (1978)
demonstraram gue estas linhagens eram responsaveis por quadros
diarreicos provocados por mecanismos diferentes daqueles ja
conhecidos, como das ETEC e EHEC.

A partis deste trabalho, os mecanismos de
patogenicidade das EPEC foram investigados através de estudos de
ultraestrutura de lesdes histopatoldgicas intestinais, os quais
mostraram gque apds a aderéncia das batérias nos enterdcitos,
sucedia a destruicdo das microvilosidades intestinais. Desta
forma, haveria a diminuig8o da absorgdo de fluidos pelos
enterdcitos e, por conseguinte, acarretando um quadro diarréico
de cardter ndo-absortivo, ou seja, independente da acgdo de
enterctoxinas (LEVINE & EDELMAN 1984) .
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Uma caracteristica marcante exibida pelas EPEC em
testes experimentais é a capacidade de adesdo localizada em
células "Hep 2", ndo verificada nas linhagens representantes das
ETEC, EHEC, EIEC e também nas linhagens da flora normal (CRAVIOTC
et al., 1979).

Mais tarde, esta propriedade de adesdo em células Hep 2
foi associada a genes localizados em um plasmidio de 60 MDa
denominado EAF "EPEC - Aderence Factor'. A expressido de genes
cromossomais também estd envolvida nesta capacidade de ades3o
(BALDINT et al., 1983; NATARO et al,, 1985; JERSE & KAPER, 1991;
DONNENBERG & KAPER, 1951).

A nivel de microscopia eletronica, estes fatores
permitem a fixagdo das bactérias & membrana do enterdcito,
provocando, posteriormente, destruig8o das microvilisidades e

ruptura do citoesqueleto do mesmo.

ETEC - Escherichia c¢oli enterotoxigénica

E o segundo maior grupo associado com quadro de
diarréia. Também & uma das maiores causas de diarréia infantil em
paises subdesenvolvidos. Devido 4a grande incidéncia nestes
paises, estes quadros diarréicos causam certo temor aos turistas
oriundos de paises do Primeiro Mundo, guando estes visitam estes
locais afetados (LEVINE et al., 1983).

Adquiridas através da ingest8o de alimentos e A&guas

contaminadas, as linhagens aderem aos enterdcitos e proliferam

rapidamente, colonizando a superficie do intestino delgado.
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Esse grupo compreende as linhagens produtoras das
enterotoxinas ST e/ou LT, as guais sdo as responsdveis pelo
quadro de diarréia. Egsas toxinas induzem a uma alteragdo no
metabolismo dos enterb6citos, que provoca a secregdo de ions e
fluidos dos tecidos para o 1Umem intestinal (LEVINE et al 1983).

As designagbes ST e LT representam a distingdo dessas
enterotoxinas quanto 3 estabilidade uma vez aquecidas a 100°C. A
enterotoxina ST permanece ativa mesmo apds agquecimento e, em
contra partida, a LT torna-se inativa apds agquecimento (LEVINE et
al, 1983).

Com relagdo ao processo de adesdo das ETECs, varias
fimbrias foram reportadas. Em 1961, Orskov et al. descreveram em
linhagens de E. c¢oli, isoladas de edemas e enteritis em suinos,
um novo antigeno de superficie designado K 88. Estes autores
verificaram que as linhagens isoladas de fezes diarreicas de
recém-nascidos suinos recém-nascidos compartilhavam este mesmo
antigeno X 88. Assim, a habilidade destas linhagens em aderir e
colonizar enterdcitos foi atribuida a esta adesina.

Mais tarde, em 1972, Smith & Linsggood descobriram que
linhagens enteropatogénicas igoladas de fezes diarreicas de
bezerro e carneiro e gque possuiam diferentes sgorotipos o]
apresentavam um antigeno K em comum. Este foi denominado K 99.
Da mesma forma, a habilidade destas linhagens em aderir &s
superficies celulares dos hospedeiros também foi atribuida a esta

adesina.



Um antigeno similaxr ao K88 foi detectado posteriormente
em ETECs de humanos. Este recebeu a denomina¢do de CFA I (EVANS et
al., 1975} . Logo depois, uma segunda adesina com propriedades
imunogénicas diferentes da anterior foi descoberta, também em
linhagens de ETEC de origem humana, e denominada CFA II (EVANS et
al., 1980) . Mais tarde outras adesinas foram descritas em ETECs
de humanos, CFA III (HONDA et al., 1984) e CFA IV {THOMAS et al.,
1982) .

Asgsim, entre as fimbrias pertencentes 4s ETECS mais
conhecidas destacam-se: K88 e 987P origindrias de isolados de
suinos; K99 e F41 origindrias de suinos, ovinos e bovinos; e CFA
I e CFA II de humancs {GAASTRA & de GRAAF, 1982).

Com relagdo a expressdo destas fimbrias, a temperatura
de crescimento em cultura é um dos fatores de regulagdo de
expregsdo, pols, temperaturas entre 16 - 25°C inibem a expresséio
enquanto gque a 37°C, hi expressio das mesmas. Este sistema de
regulacdo de expressido indica que as fimbrias sé se expressam
eficientemente, se a bactéria estiver no interior de um
hospedeiro, onde a temperatura corpdrea gira em torno de 37°9C, a
gqual & dificilmente observada no meio ambiente (GAASTRA & de
GRAAF, 1982).

Outro sgistema de expressdo que regula a produgdoc de
fimbrias & conhecido como variagdo de fase. Neste sistema, a
existéncia de uma regifio promotora, geu faz parte de um
transposon, pode ser ativada, ou ndo, dependendo da orientacdo da
mesma. Entre as fimbrias que sdo reguladas por este sistema de
expressdo estdo a 987P e tipo 1, estando esta lltima presente na
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maioria das linhagens de E, coli, patogénicas ou ndo (HINSON &

WILLIANS, 1989).

EHEC - Escherichia ¢oli Enterohemorragica

As linhagens de E. g¢oli do grupo das EHECs ndo produzem

as enterotoxinas ST ou LT, nem apresentam a caracteristica de
invasdc como forma de infecgdo. Em contra partida, as EHECs
produzem uma citotoxina ativa contra células Vero e Hela, a qual
acredita-se estar associado a patogenicidade causada por este
tipo de E. coli (RILEY et al., 1982).

O'Brien e colaboladores (1983) mostraram que um

antissoro anti-toxina de Shigella dysenteriae I neutralizava a

citotoxina das EHECs. Por este fato, a citotoxina ficou conhecida
como "Shiga-Like toxin". No entanto, devido ao efeito apresentado
em células Vero "in vitro" & também conhecida como verotoxina
(SCOTLAND et al., 1985).

A toxina na sua conformacdo oligomérica & constituida
de seis subunidades, sendo cinco (5) subunidades do tipo A e uma
{1) do tipo B. A citotoxina age inativando a subunidade
ribossomal 60 S (O'BRIEN & HOLMES, 1987).

O quadro clinico exibido pelas EHECs diferencia-se
daquele causado por outros grupos de E. coli, por apresentar
colite hemorrdgica, também conhecida como diarréia sanguinolenta.
Foi verificado, também, o envolvimento das EHECs com doencas do
sistema urindrio (RILEY et al., 1982).
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Estudos de ultramicroscopia histopatolégica mostram a
aderéncia destas linhagens nos enterdcitos com destruigdo total
das microvilosidades. Este efeito se assemelha muito Aaquele
exibido pelas EPECs, todavia, as EHECs se distinguem pela
proliferag8o na 1lamina prdpria e nas criptas glandulares do
tecido intestinal (TZIPORI et al., 1986).

Com relagdo a adesdo dessas linhagens em células
intestinais, Karch et al. (1987) descreveram a existéncia de um
plasmidio de 60 MDa, responsavel pela produgdo de uma fimbria ndo
hemagliutinante gue a poderia ser responsdvel pela adesdo em

célulags intestinais Henle 407 "in vitro".

EJTEC - Escherichia ¢oli Enteroinvasiva

Asg linhagens de E. coli representativas deste grupo sdo
invasivas. Este processo se d& pela aderéncia bacteriana a
receptores de membranas das células epiteliais intestinais,
seguida de internalizagdo em vesiculas formadas por um processo
semelhante d endocitose, denominadas "membrane-bound inclusion”
(FINLAY & FALKOW, 1989).

Dentro do citoplasma, as linhagens internalizadas
escapam destas vesiculas pela acdo de toxinas semelhantes as
hemolisinas. Soltas no citoplasma, elas encontram um ambiente
extremamente farto de nutrientes e se proliferam até& a completa
destruigdo da célula epitelial. Posteriormente, as bactérias

livres no tecido epitelial infectam as células wvizinhas causando
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ulceracdes, secregdo de fluidos e inflamacdo, acarretando,
consequentemente, uma diarréia com muco e sangue (FINLAY &
FALKOW, 1989).

O processo infeccioso dags EIECs & sgemelhante ao da
Shigella spp, e & mediado por um plasmidio de alto peso molecular
responsavel pela producdo de alguns fatores de viruléncia. Entre
estes fatores destacam-se a toxina andloga a hemolisina e
proteinas de membranas de cardter imunogénico, gque estdo

envolvidas no processo de invasdo (HARRIS et al., 1982).

EAEC - Escherichia coli Enteroagregativas

Ag EAE(Cs foram, recentemente, separadas em um quinto

grupo dentro das E. coli intestinais associadas com diarréia

(BALDWIN et al., 1982). Devido a aderéncia do tipo agregativo as
representantes destes grupo foram referidas Como
entercagregativas (JOHN ALBERT et al., 1993).

Embora tendo sido considerada como atoxigénica,
Baldwin e <colaboradores descreveram a presenga de uma toxina
citolitica secretada pelas EAECs, com caracteristica antigénica

relacionada a uma hemolisina de E. coli.

2.3 - Escherichia coli TUROPATOGENICAS

As infecgbes do trato urindrio (ITU) representam um
problema significativo na drea da salde mundial e que pode ser

exemplificado com os dados obtidos nos EUA onde, anualmente, mais
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de cem mil pacientes s8o hospitalizados por causa de infeccdes

urindrias (JOHNSON & STAMM, 1989).

A incidéncia destas infecgdes nas mulheres & maior do
que nos homens, ou seja, em toda a vida, entre 10 e 20% das
mulheres adgquirem as infecgdes sintomdticas, engquanto que, este
percentual nos homens ndo ultrapassa os 12% (JOHNSON 1991).

Com relagdo aos quadros clinicos, estas infeccgles
urindrias sé&o classificadas de acordo com o grau de severidade. A
sindrome pielonefrite recebe a categoria de infeccdo muito severa
d qual estdo associados os sintomas de febre, calafrios e dores
nas regifes renais. A cistite & classificada como de severidade
moderada ou intermediaria, responsdvel pelos sintomas de edema e

dor na regi&o da bexiga, além da frequente sensacdo de micgdo. E

por Gltimo, a bacteriiria classificada como pouco severa e que &
responsdvel por quadros assintomdticos (JOHNSON 1991) .

Com relagdo aos Orgdos-alvo de cada um dos dois quadros
sintomdticos, a pielonefrite envolve a infeccdo do trato urindrio
superior, isto &, os rins e os uretéres, enquanto que a cistite
estd associada ao trato inferior, onde se encontram a bexiga e a
uretra (JOHNSON & STAMM, 1989).

Quanto a capacidade de adesdo dag linhagens
uropatogénicas, a prevaléncia e o nimero de bactérias aderidas as
células urcepiteliais est8o associados também aoc grau de
severidade das sindromes urindrias. Através de testes de adesdo
em células uroepiteliais coletadas de urina, foi verificado que

70 a 100% dos isolados de pielonefrite tinham a capacidade de
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aderir nestas células, com um nimero médioc de 30 bactérias
aderidas por célula epitelial. Os isolados de cistite mostraram
entre 50 a 60% de bactérias capazes de aderir, com um ndmero
médio de 20 bactérias por cé&lula. E, dos isolados de bacteridria,
22 a 36% foram capazes de aderir, com 10 bactérias aderidas por

célula epitelial, em média (HAGBERG, et al., 1981).
2.3.1 - Fatores de Viruléncia - UPEC

As linhagens uropatogénicas distingliem-se dos grupos
de Escherichia ¢oli anteriores nfo sé pela patogenicidade ao
gistema urinario, mas também por alguns de seus fatores de
viruléncia. O principal fator que as diferencia como
uropatogénicas é a presenca de uma fimbria hemaglutinante,
denominada P.

Também conhecida como uma adesina manose-~resistente em
testes de hemaglutinagdo, a fimbria P reconhece receptores
especificos de membranas de células uroepiteliais ricos em
dissacarideo galactosideo. Estes receptores fazem parte do grupo
de antigenos do sistema sanguineo tipoc P, presentes nos
esfingolipideos de membranas de células humanas (JOHNSON, 1991).

| Estruturalmente, a fimbria P & composta por um extenso
polimero constituido de quatro subunidades proteicas. Uma
subunidade estrutural "major" que se repete por toda a extensdo
do filamento, duas subunidades "minor" também estruturais,
presentes na regido apical do filamento e a subunidade G contendo
0 sitio de ligagdo com o receptor, localizado na extremidade da
fimbria (JOHNSON, 1991).
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Além destas proteinas estruturais, a fimbria P &
constituida de um "pool" de proteinasg acessdrias, que envolve
desde proteinas de membranas sensoriais, de carreadoras e de
montagem, como também proteinas regulatdrias presentes no
citoplasma. Assim, a fimbria P compreende um sistema genético do

tipo "Operon"™ (JOHNSON 1991) .

A expressio da fimbria P & regulada por condigdes
ambientais ou de cultivo, isto &, & expressa a 37°C quando
cultivadas em meio s6lido, e inibida quando cultivada entre 18-
22°C e em meio liquido (ABRAHAM et al., 1986).

Outras adesinas manose-resistentes também sdo
agsociadas com as linhagens uroepiteliais. Entre estas adesinas
destacam~-se as denominadas X, S, M e F1C. Pouco & conhecido a
respeito das mesmas (JOHNSON, 1991).

Ainda com relagdo a propriedade de ades&o, as

Escherichia c¢oli uropatogénicas possuem fimbrias tipo 1, que ao

contrdrio da fimbria P ndo hemaglutina eritrécitos de cobaia na
presencga de manose. Outra particularidade da tipo 1 & a expressdo
em temperaturas abaixo de 37°C, como por exemplo 20°C.

Outros dois fatores de patogenicidade encontrados nas
uropatogénicas sdo a produg¢do de hemolisinas e citotoxina (CNF).
As hemolisinas sdo responséveis pela lise de eritrdcitos
contribuindo para formagdao de edemas e inflama¢Ses nos tecidos
epiteliais (CAPRIOLI et al., 1987). Com relagdo ao fator
necrosante, © mesmo apresenta estrutura protéica e atividade
citotdxica em células Hela (CAPRIOLI et al., 1983).
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2.4 - TECNICAS DE DIAGNGSTICO BACTERIANO

Os métodos considerados de rotina envolvem técnicas
como antibiograma, biotipagem, sorologia, produgao de

bactericcinas e fagotipagem.

Entre as técnicas consideradas como sendo recentes
destacam-se as analises eletroforéticas de plasmidios e de
proteinas de membranas, deteccdo de isocenzimas e métodog de
"imunoblotting". Tals métodos tém como base a andlise de
constituintes do citoplasma bacteriano, como por exemplo
proteinas estruturais e plasmidios.

Tanto as técnicas de rotina guanto as recentes detectam
a expressao de caracteristicas fenotipicas dos agentes

infecciosos.

2.4.1 - Perfil Plasmidial

A analise do perfil de DNA plasmidial como técnica de
caracterizagdo foi primeiro utilizada por Sadowiski et al. (1979}

con igolados de Klebsiella pneumoniae. Estes autores

caracterizaram plasmidios R, ditos fatores de resisténcia.

O principio gque rege o método determina que isolados da
mesma cepa que contenham o mesmo nimero de plasmidiogs de mesmo
pesos moleculares sdo fenotipicamente idénticos (PFALLER &

HOLLINS, 1989).
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2.4.2 - Proteinas de Membranas

Boa parte dos trabalhos envolvendo a extragdo de
proteinas de membranas bacterianas segue a metodologia empregada
por Schnaitman (1970 & 1971) . Esta técnica basela-se na ruptura

das membranas celulares através de varios ciclos de sonicacgdo.

Assim, Miller & Mekalanos (1988), identificaram uma

proteina transmembrénica em Vibrio cholerae, envolvida com o

mecanismo de viruléncia da mesma. Esta proteina "Tox R" faz parte
de um sistema regulatério/sensorial da bactéria,que permite que a
mesma discrimine o meio ambiente do hospedeiro. A proteina
funciona como um receptor de membrana a estimulos externos como
a alcalinidade do pH gastrico, da temperatura corpbrea e da
presenga de alguns amincicidos proprios de seu hospedeiro. Desta
forma, a Tox R regula a expressdo da toxina colérica e proteinas
acessdrias necessarias tanto para a exportacdo desta toxina
quanto para a formacdo de fimbria colérica.

Osborn & Wu (1980), publicaram uma revisdo sobre as
proteinas "formadoras de poros - porinas" em bactérias gram-
negativas. Dentre as diversas classes de porinas, fol verificado
uma proteina carreadora de maltose que funcionava como receptora
de fago lambda, denominada LamB. Da mesma forma que a proteina
transmembrdnica de Vibrio cholerae, estas proteinas possuem
caracteristicas exclusivas a espécie a qual pertence, dado pela
interagdo especifica entre  bacteriéfagos e a linhagem

bacteriana-alvo.
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Outro exemplo classico de proteinas de membranas,
envolvidas com a regulagdao dos mecanismos de patogenicidade

bacteriana, &€ a proteina de Chlammydia spp, um patdgenc

intracelular de humanos. Esgta proteina & rica em residuos de
cisteina e por isso, s3o hibeis em perceber alteragdes nos
potenciais oxidativos do meio externo. Estas  proteinas
transmembrinicas apresentam também a fungdo de T"porinas" de
nutrientes encontrados na célula hospedeira. Assim, perante as
variacdes nestes potenciais oxidativos, as ligacdes dissulfeto
dos residuos de c¢isteina alternam-se nas formas oxidadas e
reduzidas, provocando modificagbes conformacionais nestas
proteinas,que permitem a passagem de nutrientes para a célula

bacteriana {(BAVOIL et al,. 1984).

Portanto, a utilizag¢do de proteinas de membranas como
método de caracterizagdo bacteriana apresenta grande viabilidade
mediante a existéncia de proteinas especificas para cada tipo de
cepa bacteriana. Nesta 4&rea varios autores propuseram a
diferenciag¢8o inter e intraespecifico utilizando eletroforese em
gel de poliacrilamida (VAISANEN-RHEN et al., 1984; DIJKSHOORN et
al., 1990; WALIA et al., 1988; DELMER et al.,1986; BENEDETTI,

1991 e NOGUEIRA & COSTA, 1891) .

2.4.3 - Proteinas de Superficie

A utilizagdo de proteinas localizadas na superficie

externa da Dbactéria como forma de diferenciacdo bacteriana se
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fundamenta principalmente na anadlise dos componentes estruturais
das fimbrias.

Como ja mencionados anteriormente, estes componentes
estruturais compreendem um nUmero relativamente pequeno de tipos
de subunidades (JOHNSON 1991; HANSON et al,. 1988; MAURER &
ORNDORFF 1987).

Embora existam varios trabalhos gque defendam uma forma
ancestral comum para as fimbrias, tendo como base as andlises de
homologias de sequéncias das subunidades (KLEMM et al., 1985),
entende-se que existam diferengas com relacdo 4&s propriedades
fisicogquimicas das subunidades fimbriais, e que estas diferencas
acarretam variac¢des tanto inter-especificas como também intra-
especificas.

Desta forma, a utilizagdo de andlises eletroforéticas
destes componentes fimbriais aparece com um importante método de

diferenciagdo intraespecifico, pois, linhagens de Escherichia

coli uropatogénicas mostram variagBes com relagdo ao tipo e
nimero de fimbrias expressas (LUND et al., 1988 e FINLAY &

FALKOW, 1989).

2.5 - PCR Fingerprinting - RAPD

Em 1.984, pesquisadores da "Cetus Corporation™
desenvolveram uma técnica que promovia a sintese de DNA "in
vitro" e denominaram-na de "reac8oc de polimerizacdo em cadeia™
(Polymerase Chain Reaction PCR). A técnica gue envolve um
principioco bastante simples, mas com extrema utilidade, resulta
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na amplificagdo em massa de um sequéncia de DNA (SAIKI et al.,
1985) .
Os primeiros experimentos de PCR foram realizados

com o fragmento Klenow da enzima DNA polimerase de Escherichia

coli na temperatura de 37 ©C. Estas reacBes, embora amplificassem
em massa sequéncias de DNAs, produziam muitas vezes amplificados
incompletos (ARNHEIM & ERLICH, 1992). Saiki et al. {1988),
isolaram wuma DNA polimerase resistente ao calor de uma bactéria

termbfila chamada Thermus aguaticus. Com a utilizacdo da enzima

"Tag", o método de PCR tornou-se automatizado.

Esta metodologia pode ser aplicada em diagndstico
clinico, diagnoses pré-natal e céncer. Ag diagnoses de doencas
infecciosas foram realizadas c¢om parasitas e virus. Com relagdo &
diagnose viral, os testes tradicionais de diagndstico utilizados
antigamente, eram realizados sorologicamente. Todavia, muitos dos
regultados negativos se davam pela ndo deteccdo do virus devido
ao estdgio de profago gue, dependendo do periodo de incubacdo do
mesmo, poderia levar meses até& o aparecimento dos sintomas. Com a
utilizac¢do de PCR o estdgio de profago pdde ser detectavel em
individuos qgue ndo mostravam a enfermidade (DeMARCHI, 1990).

Entretanto, Ehrlich (1991) ressalta gue a natureza da
técnica de PCR nido se fundamenta como teste de diagndstico, pois
sendo uma técnica recente, ela baseia-se em principios primitivos
apresentando muitos erros e falhas. O autor afirma que os ensaios
baseados em hibridiza¢Bes de DNAs com probes especificos foram

proclamados na comunidade cientifica como diagndsticos
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inteiramente confidvels, e muitos investimentos "emocionais"”
foram excessivamente gastos. O método de PCR herdou este conceito
de "infalibilidade" a ponto da enzima Tag ser proclamada como "a
molécula do ano".

A sugestdo dada pelo autor, de que "devemos ter em
mente que esta técnica possue suas dificuldades e limitacgdes”
deve ser levada em consideracdo pois existem contaminag¢des que
podem levar a resultados falsos e o custo dos reagentes ainda &
elevado

A aplicabilidade do método, segundo o autor, & em
sistemags onde os ensaios tradicionais ndc conseguem demonstrar
resultados satisfatdérios. Deve ser utilizado ou gquando os agentes
infecciosos demoram muito tempo para crescer em cultura, como por

exemplo, Mycobacterium tuberculogis, ou quando os resultados

obtidos em testes soroldgicos se mostram ambiguos ou ainda, com
retrovirus humanos, como por exemplo o HIV.

A necessidade de diferenciagdo de linhagens , de
maneira mais precisa, levou ao desenvolvimento de uma técnica de
andlise de polimorfismo no DNA gendmico com os mesmos
fundamentos da reagdo de polimerase em cadeia. Esta técnica
denomina-se RAPD -"Random Amplyphied Polymorphic DNA" ou também
AP-PCR - T"Arbritary Primer - Polymerase Chain Reaction" e
consiste na detecg8o de diferencas entre os fragmentos de DNA que
sdo amplificadas aleatoriamente. Da mesma forma que os ensaios de
PCR, a amplificacdoc de tais fragmentos baseia-se no uso de
oligonucleotideos. As diferenciagfes e caracterizagdes inter e
intra-especificas resultam das variacdes nos perfis de bandas em
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eletroforese em gel de agarose.
Williams et al . (1990), acreditam que a técnica RAPD
possa detectar mudancas de até uma (1) base no DNA gendmico.
Welsh e McClelland (1990) demonstraram o RAPD com

linhagens de Sthaphylococcus, Streptococcus e algumas variedades

de arroz . Esses autores obtiveram perfis eletroforéticos
idénticos entre linhagens de uma mesma espécie e concluiram que
essa deveriam ser sub-espécies. Akopyanz et al. (1992) aplicaram

a técnica RAPD em isolados clinicos de Helicobacter pvlori.
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3 .MATERIAL e METODOS

3.1 - Linhagens de Escherichia coli Uropatogénicas e Controles

As linhagens de Escherichia coli uropatogénicas wutilizadas
neste trabalho foram isocladas urina de pacientes com infeccdes
urindrias do Hospital das Clinicas da UNICAMP. Das dezoito (18)
linhagens fornecidas, dezessete (17) foram causadoras de cistite
e uma (1) <causadora de ©pielonefrite. As linhagens foram

classificadas de acordo com as caracteristicas observadas na

urina dos pacientes como BIL. (Bacteridria e Leucocitiiria), BSL
(Bacteridria sem Leucocitlria) e BLH (Bacteritria com
Leucocitiria e Hematlria) (Tabela I). As cepas bacterianas da

espécie Escherichia c¢oli wutilizadas como controles foram as

seguintes: HB1l01 (Boyer & Rouland-Dussoise, 1969); C600 (Young
& Davis, 1983); DHSalfa (Hanahan, 1983); H10407 (Evans et al.,

1975); 0157:H7 (E. coli enterchemorrdagica isolada de um surto

de diarréia no Brasil); OB55:H6 (E. coli enteropatogénica

isolada de um surto de diarré&ia infantil no Brasil).
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TABELA I Linhagens de Egcherichia coll uropatogénicas

Grupo Cédigo Depto. Patologia
Clinica HC - UNICAME
63
B S L 66
{(Bacteriidiria 154
Sem Leucocitiria) 177
202
7
B L S
{Bacteriiria 28
e LeucocitiGria) 46
168
178
1889
33
B L H 70
(Bacteridria com 81
Leucocitaria e 121
Hematdria 198
PIELONEFRITE DT

3.2. 08 meios de cultura utilizados rotineiramente no laboratério

3.2.1 - Meio LB "Luria Bertani" (Cultiveo de rotina)

Eriptona . ... e e e e 10, 0g
extrato de levedura...........cuviuun... 5, 0g
NaCl .. e e e e 10, 09
HoO oo completar para 1000ml

pPH 7,0
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3.2.2 - Meio LA '"Luria Bertani Agar" (Cultivo p/ extracdo

de proteinas de membranas)

meio LB ..t e e e e acrescido 1,5% de &agar

(concentragdo final)

3.2.3 - Meio CFA

Casaminodcidos ... . ... ... i 10,0 g
Extrato de Levedura . ........c.coviiennnnn 1,5 g
AGAT e e 20,0 g
Agua destilada g. S. P. .eriuriian... 1000,0 ml

3.2.3.1 - Solugdo de sais para meio CFA

Solugdo A
MGSO, - THoO eeee e ettt 0,1 g
Agua destilada . S. D. curerrnnnrenn. 100,0 ml
Solucéo B
MnCly.4H-O0 ... oo 0,1 g
Agua destilada Q. S. P. curinnnnn.n. 100,0 ml

Autoclavar cada solugdo separada e adicionar 1 ml de
cada solugdo A e B em cada 100 ml de meio CFA

egterilizado
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3.3 Teste de Adesdo a Células Urocepiteliais
3.3.1 - Células uroepiteliais

As células uroepiteliais foram obtidas a partir de
urina de mulheres wvoluntdrias sem histdrico de infecgbes
urinarias.

A urina foi centrifugada e o precipitado foi lavado 2
vezes por centrifugacdoc a 90 x g, com tampdo PBS pH 7,4.

Apds centrifugagdo de 90g por 5 min, os sedimentos
foram lavados em PBS pH 7,4 por duas vezes centrifugando-se a 90g
por 5 min. A contagem das suspensdes de células foi estimada
através da técnica de contagem direta. Aliquotas de suspensdes
celulares, diluidas em série em PBS, foram contadas com auxilio
de Camaras de Newbauer. As suspensfes celulares foram ajustadas
para concentragdes de 10° células por ml.

Da mesma forma, as suspensoes das linhagens
uropatogénicas e controle, cultivadas em meio LB, por 24h a
37°9C, foram ajustadas para uma concentracdo de 10° células/ml em
PBS, comparando-se com a escala de McFarland.

Aliguotas de 1 ml de cada uma das suspensdes de linhagens
uropatogénicas e controles, e das suspensfes celulares foram
misturadas em recipientes tipo "Eppendorf" e mantidos sob
rotagdo branda por 60 min a 37°C. A seguir, as misturas foram
centrifugadas a 90g. 0Os precipitados de cada uma das misturas
originais foram utilizados para a estimativa de bactérias

aderidas as células.
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Lé&minas de microscopia dptica foram preparadas com
esfregacos do material precipitado e coradasg com Azul de Tripam.
0 nimero de bactérias aderidas foi determinado em quarenta
células escolhidas ao acaso. Estimativas de intensidade de adesdo

foram feitas através das médias calculadas para cada bactéria.

3.4 - Solugdo de Alsevier pH 6,5 empregada no teste de

Hemaglutinagio

gliCosSe ... e e e e 20,5 g
citrato de s6dio . ... . ... e, 8,0 g
NaC L e e e e e e 4,2 g
H,0 destilada g. s. p. ..........c..... 1000, Oml

Esterilizar por £iltragdo em Membrana Millipore 0, 45um

3.4.1 - Teste de Hemaglutinacdo em lamina

Sangues de humanos e de "cobaia" foram coletados e
misturados separadamente (v/v) com a sgolug3oc de Alsevier.
Aliquotas da mistura foram adicionadas em um mesmo volume de
gsolucado salina (NaCl 0, 85%) esterilizada, mantida em
refrigerador. Apds centrifugacdo a 90g por 5min, os precipitados
contendo as hemdceas foram ressuspensos com tampdo PBS pH 7,4
acrescidos ou ndo com D-manose para uma concentracgdo final de
1%.
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Para o8 testes de hemaglutinacao, as linhagens
uropatogénicas e controles foram cultivadas em meio LA a 16°C e a
37°C por 24h. O crescimento bacteriano de cada uma das linhagens,
cultivadas nas duas temperaturas de incubacdo, foi coletado com
auxilio de alca de platina e homogeneizado em PBS pH 7,4. A
gsuspensao bacteriana foi misturada com a suspensao de
eritrbécitos. Os resultados foram lidos apds alguns minutos da

adicdc das misturas.

3.5 - Teste de Hemolisina

3.5.1 - Agar sangue (teste de hemolisina)

O sangue de carneiro foi colhido em condicdes de
assepsia em recipiente de 500ml esterilizado contendo pérolas de
vidro, sob aglitac8o constante. Em seguida o mesmo foi deixado em
repouso por 12h a 4°C.

0 meic base para a adi¢8o de sangue de carneiro foi
preparado e esterilizado com &gar bacteriolégico na concentracio
de 1,5%.

Aliguotas de 50ml de sangue foram adicionadas ao meio
base liquefeito, na temperatura préxima a 60°C e, posteriormente,

foram transferidas em placas de culturas.

Apbs pré-indculo das linhagens uropatogénicas em meio
LB, por 24h e ag 37°9C, as mesmas foram inoculadag em meio agar-
sangue e 1incubadas a 37°C por 18h. A presenca de halo de
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hemélise ao vredor da coldnia foi indicativa da produgdo de

hemolisina .

3.6 - Solugdes empregadas na extracgidc de proteinas de membranas.

3.6.1 - Pré lavagem (sol. tampdo Tris-HCl 3,3mM) pH 7,4
Trigs HCL .. e it ettt e et e e e 0,399 g
H50 destilada g. 8. P. .............. 1000,0 ml
3.6.2 - Scolucgdo NaCl 3%
= L 3,09

H50 destilada g. 8. p.  ..........0v.... 100, 0Oml

3.6.3 - Tris HCl1 0,1M + EDTA 10mM pH 7,4

Tris HCL ottt e it e 12,110 g
EDTA . 2 HoO ..ttt 3,722 g
H,O destilada g. 8. p. ..........u... 1000,0 ml

3.6.4 - Tris HCL 0,1M + Mg012 10mM pH 7,4

Trig HCL it e 12,110 g
MgCly 6H9O . .iiii i 2,033 g
HoO destilada g.8.P- .. .viviiienan, 1000,0 ml
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3.6.5 - Tris 0,1M + sacarose 0,75M (SONICAGAO) pH 7,4

S A b - 12,11 g
SACAYOSE . .t ittt e e et e e 256,73 g
H50 destilada g. S. P. ..o 1000,0 ml

3.6.6 - Tris HCl 63mM + Triton X-100 2% (v/v) pH 6,8

B i 8,629 g
Triton X-100 . ... . .. e 20,0 ml
H,0 destilada g. 8. P. ..o, 1000,0 ml

3.6.7 - Solugdo Tampdc de Ressuspensio de Amostra em PAGE 2X

(Tris HC1 100mM pH 6,8, glicerol 20%, SDS 4%, azul

de bromofenol 0,2% e beta-mercaptoetancl 10%)

B e T 0,12 g

S L e e e e 0,40 g

Azul de bromofenol .. ... ... ... ... e 0,02 g

GlicerOl ... e e e e 0,12ml

Beta-mercaptoetanol . ......... . ... 0, 10ml

Ho0 destilada . S. Pv tevrinininnnnnann s 10,0 ml
3.7 - Extragdo de proteinas de membrana

A extragdo de proteinas de membrana seguiu metodologia

descrita por Benedetti (1991) porém, com algumas modificacdes.
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As linhagens de Escherichia coli foram cultivadas em
quatro placas contendo meio LA por 24 h a 37°C. O crescimento
bacteriano foi raspado e ressuspendido em 20ml de tampdo Tris HCL

3,3mM pH 7,4.

As suspensdes foram homogeneizadas em omini-mixer
{Sorvall) por 2 min, a wvelocidade 4, em banho de gelo.
Centrifugaram-se as suspensdes a 8000g por 5 min a 8%c.
Descartaram-se 08 sobrenadantes e, o0s precipitados foram
ressuspendidos em 20ml de solucgdo salina NaCl 3%.

Apb6s novo ciclo de centrifugacdo a 8000g por 5 min a
8°C, os sobrenadantes foram descartados e os precipitados
ressuspendidos em 20ml de Txis HC1 0,1M pH 7,4 + EDTA. Repetiu-se
o ciclo de centrifugacdes e ressuspensdoc dos precipitados em Tris
HC1 0,1M ©pH 7,4 + MgCl,. Novamente, centrifugaram-se as
suspensdes a 8000g por 5 min a 8°C, descartando-se posteriormente
os sobrenadantes.

Apbs ressuspensdo dos precipitados em 20ml de Tris HC1
0,1M pH 7,4 + sacarose 0,75M, as suspensdes foram sonicadas por 6
ciclos de 20 Khz, 70 a 90 W por 30 s cada, em banho de gelo.

Centrifugou-se a 8000g por 5 min a 8°9C, mas desta vez
10ml dos sobrenadantes foram transferidos em tubos apropriados
para ultracentrifugagdo. A ultracentrifugacdo foi realizada a
37000g por 30 min a 4°C. Novamente, os sobrenadantes foram
descartados e os precipitados ressuspendidos em 10ml de Tris HCl
3,3 mM pH 7,4. Repetiu-se o ciclo de ultracentrifugacgio,
descartando-se, posteriormente, os sobrenadantes.
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Os precipitados contendo vesiculas de membranas
bacterianas foram ressuspendidas em 1ml de Tris HCl 63 mM pH 6,8
+ Triton X-100 2% (v/v), com a intengdc de solubilizar as
proteinas de membranas. As suspensdes foram transferidas para
tubos Ependorf e agitadas por inversdco durante 20 min a
temperatura ambiente. Em seguida, centrifugou-se a 12000g por 3
min 4 temperatura ambiente e, finalizando, os sobrenadantes foram
coletados e transferidos em tubos limpos adicionando-se volumes
iguais de solucdo tampdo dissociante de amostra. O0s tubos
devidamente marcados foram fervidos por 4 min para completa
denaturacdo de todas as proteinas. 0Os mesmos foram estocados em

"freezer".

3.8 - Solugdes empregadas na Extracgdo de Proteinas de Superficie

3.8.1 - Tampdo FBS 1M

3.8.1.1 - Tampao fosfato

Preparar duas solucdes:

Em 50 ml da soluc¢dc da solucdo I adicionar um volume da

solugdo II até acertar pH final 7,4.
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3.8.1.2 - Tampdoc PBS

Tampao fosfato (item 3.3.1.1) .......... 50, 0ml
Salina NaCl 3M ... . ittt iien . 50, 0ml
H,0 destilada g. 8. p. .............. 1000, Oml
3.8.2 - Solugdo de acido tricloroacético TCA 40%
PO . e e e 4,0 g
H50 destilada g. S. DP. ..., 10, 0ml

3.8.3 - Sclucdo Etanol- Eter v/v

ebanol ... .. e e e 100, Oml
= = ol 100, Oml
3.9 - Extragdo de proteinas de superficie

Os crescimentos das linhagens bacterianas a 16°C e a
379C em meio CFA foram homogeneizados com auxilio de alga de
vidro, em volume de tampdo PBS pH 7,4 (3ml/placa). Em seguida,
as suspensoes foram transferidas para frasco esterilizado.

Ag suspensdes bacterianas foram aspiradas e injetadas
utilizando-se de seringas contra o fundo do frasco por dez (10)
vezes.

Transferiu-se cada uma das suspensdes para tubos
Ependorfs, devidamente identificados, os quais foram mantidos em

banho-termostatizado & temperatura de 65°C, por 5 min.
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Em seguida, centrifugou-se a 12000g por 5 min, e
coletaram-se os sobrenadantes, descartando-se os precipitados.

Aos volumes dos sobrenadantes coletados, adicionaram-se
volumes de solugdo de &cido tricloroacético a 40% para uma

concentragdo final de 5%, sendo mantidos no gelo por 30 min.

Os tubos foram centrifugados e os sobrenadantes
descartados. Os precipitados foram lavados em solucdo de etanol-
éter (v/v) com agitagdo violenta e mantidos em gelo por 30 min.
Passados este tempo, os tubos foram centrifugados a 12000 X g
por 10 min. Este procedimento foi repetido por malis duas vezes.

Apés.o descarte dos sobrenadantes, os sedimentos foram
secos com papel em forma de "cauda de rato" esterilizados e em
seguida, mantidos a temperatura ambiente até evaporagdo completa
da solucdo de etanocl-éter.

Finalmente, os precipitados foram ressuspensos em
solugdo tampdo de ressuspensdo e fervidos por 5 min. Aliguotas de
cada extrato foram submetidas & eletroforese em gel de

poliacrilamida.

3.10 - Solugdes de Preparo dos Géis de poliacrilamida

3.10.1 - Solucgdo de mondmero acril. 30% e bis. 2,7%
Berilamida . ...t e e e e 58,4 g
Bisacrilamida ...... ... .. ... .. 1,6 g
H,O destilada g. S. P. ..., 200, 0ml
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3.10.2 - Tampdc gel de corrida 4X tris HCl1 1,5M pH 8,8

3.10.3 - Tampdo de empacotamento 4X tris HC1l 0,5M pH 6,8

B 3,03 g
H,0 destilada . S. P. vt 50, 0ml
3.10.4 - Solugdo catalizadora (persulfato de ambnio 10%)
Persulfato de amdnioc ........c.c.i ... 5049
Ho0 destilada g. S. P. ..o iviiiinan.. 50,0 ml

3.10.5 - Tampdo de corrida tris HCl 0,025M + glicina 0,19%2M

+ SDS 0,1%.

a0~ 12,11 g
Glicina . ...t e 57,60 g
S L e e 40,0 ml
H,O destilada g. 8. P.  ............ 4000,0 ml
3.11 - Eletroforese de Proteinas de Membrana e Superficie

A eletroforese das amostras de proteinas foi realizada
no sistema descontinuo dissociante de placa vertical utilizando
equipamento de eletroforese da Pharmacia Sistema 2001, seguindo

os modelos de HAMES & RICKWOOD, 1982. A preparagdo e montagem
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dos géis de separacdo e de empacotamento com concentragdes 12,5%
e 4%, respectivamente, seguiram as especificacdes do fabricante
Hoefer Electrophoresis Catalogue and Exercises (1990-1991). A
Tabela II 1indica a quantidade dos reagentes utilizados para a
montagem dos géis 12,5% e 4% .

TABELA II Montagem dos Géis de Separagdo e Empacotamento

Solugdes Gel de Gel de

separagdo empacotamento
12,5% 4%

acril. /bis 25ml 2,66ml

Tampdo pH 8,8 15ml -

Tampao pH 6,8 - 5, 0ml

SDS 10% ¢, 6ml 0, 2ml

H,0 destilada 19, 1ml 12, 2ml

catal isador 0,3ml 0,15ml

TEMED 0,02ml 0,02ml
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3.12 - Marcadores de Pesos Moleculares para SDS-PAGE

Kit da Sigma ( MW - SDS - 70) Tabela III

TABELA III - Marcadores de Pesos Moleculares

Marcadoxr PM kbDa
ALFA-LACTALBUMINA 14,4
INIBIDOR DE TRIPSINA 20,1
ANIDRASE CARBONICA 30,0
OVOALBUMINA 43,0
AT BUMINA BOVINA 66,0
FOSFORILASE B 84,0

3.13 - Solugdes para Coloragdo de prata (BLUM et al. 1987)

3.13.1 - Fixador (etanol 50%, 4&cido acético 12% e

formaldeido

(37% 0,5ml/1)

B = U 3 100,0 ml
Acido acético glacial ................ 24,0 ml
Formaldeido a 37% ... ... ... ..., 0,100ml
H,0 destilada g. S. P. ...oviinn.... 76,0 ml
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3.13.

3.13.

2 - Solugdo de etanol 50%

ELanol ... e e e e e e 300, 0ml
H,O destilada 9. S. P. ..., 300, Oml
3 - Solugdo de Pré-Tratamento (Tiossulfato

de sédio 0,02%)

Na28203.5H20 ........................... 0,06 ¢

H,0 destilada g. 8. p. ............... 300,0 ml

.4 - Solugdo de Impregnagdo (Nitrato de Prata 0.2%

0,75ml/1 de formaldeido a 37%)

AGNO3 ittt e 0,6 g
Formaldeido a 37% ...t 0,225ml
HoO destilada g. 8. P. .. .iiivnnnn... 300,0 ml
.5 - Solucdo Reveladora (Carbonato de sédio 6%)

NagCOg o« it e e i e e 8,0 g
Sol. pré-trat. (5.3) . ..., 6,0 ml
Formaldeido a 37% . ... .. ... ... 0,15ml
H,0 destilada g. S. P. ..uvvereunnnnnnn 300,0 ml

.6 - Solugdo de Blogueio de Revelacdo

Etanol ... e . 100, O0ml
Acido aclticCo ..o v, 24, 0ml
H,O destilada . S. P. i, 76, 0ml
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3.13.7 - Coloragdo dos géis de proteinas

Para coloragdo dos géis utilizou-se a técnica de
coloracdo por prata para proteinas e adcidos nucleicos descrita
por Blum et al (1987), e os mesmos foram preservados seguindo
técnica de secagem de Juang et al (1984). A tabela IV regume oS

passos da coloragdo.

TABELA IV Resumo dos passos de coloragdo por prata segundo
Bium et al., 1987,

Solucdes item (Parte dos Materiais) tempo
empregadas

Fixador no minimo 1 h
Lavagem agua dest. trés séries de 20 min
Pré-tratamento 1 minuto
Agua destilada trés séries de 20 seg
Impregnacéo 20 minutos
Agua destilada trés séries de 20 seg
Reveladora 10 minutos
Agua destilada duas séries de 20 seg
Blogueio (stop) 10 minutos
Preservagao 24 horas

3.14 - Solugdes para extragdo de plasmidio em peguena escala

(Mini-prep)

3.14.1 - Soclugdo I (tris HC1l 25mM + EDTA 10mM pH 8,0)

Solugao estoque de Trig HC1 1M pH 8,0 ....2,5ml

Solugdo estogue de EDTA 0,5 M pH 8,0 ..... 1,0ml

H-O destilada gq. s. p. ............... 100, Oml
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3.14.

2 - Solugdo II (NaOH (0,2N + SDS 1%)

NaOH 10 N .. .. i it it et et e e e 2,0ml
SDS 10% ..t e e e e e 10, 0ml
HoO destilada . S. P. .vvvviinninnnnn 100, Oml

.3 - Solugdo III (acetato de sédioc 3M pH 4,8)

Acetato de s808dio . ... e, 24,6 g
Ho0 destilada . S. P. ..vvuviiinnnn.. 100, Oml

Ajustar pH 4,8 com &dcido acético glacial

.5 - Tampdo de corrida eletroforética em gel de

TEB Tris-EDTA-Borato 5X concentrado

Trizma base ............iiiiiiiannnn.. 54,0 g
Acido bOriCo .. i e e e 27,5 g
0,5M de EDTA pPH 8,0 ..... .., 20,0ml
H,0 destilada g. 8. P. ....covunnn... 1000,0 ml
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.4 - Solug@o de ressuspensdo 6X para aplicacdo em gel
Ficoll 400 ..t e et e e e e e e 7,5 g
Azul de bromofenol .................... 0,125 g
Xileno cianol FF . .. ... .. ... . ... 0,125 g
Solugdo estoque de RNAse .............. 0,5 ml
H,0 destilada . S. P. ..., 50,0 ml

agarose



3.15 - Extracgdo de plasmidios

Apds crescimento em meio LB por 18h a 37° ¢, 1,3 ml de
cultuuras bacterianas foram centrifugadas a 12000g por 1lmin. Os
sedimentos foram ressuspendidos em 100 microlitros de solugio I
e mantidos no gelo por 1 minuteo. A seguir, adicionaram-se 200
microlitros da solugdo II, misturando-se suavemente por inversio
e colocando-o08 no gelo por 3 minutos. A seguir, 150 microlitros
da solug¢do III foram adicionadas agitando-se por inversio, suave,
e os tubos mantido no gelo por 15 min. Em seguida, centrifugou-
se cada tubo a 120009 por S5min e 400 microlitros de cada
sobrenadante foram transferidos para outro tubo. Adicionou-se 1ml
de etanol 100% gelado em cada tubo, homogeneizando-se suavemente
por invers8o e os mesmos mantidos a -20° C por no minimo I hora.
Para a purificac8o do DNA, os tubos foram centrifugadocs a 12000g
por 5 min e 0s sobrenadantes descartados. Os tubos foram secos
com auxilio de tiras de papel esterilizadas em forma '"cauda de
ratog" e o0s sedimentos ressuspendidos em 50 microlitros de
solucdo I. Para andlise em gel de agarose, uma aliquota de 15
microlitros de cada suspensdo foi adicionada de 5 microlitros da
solucdo de ressuspensdo 6X e, a mistura aplicada em gel de
agarose. Os géis foram corados com brometo de etidio (500ng/ml) e
visualizados sob luz ultra-violeta (UV), em transiluminador de

uv.
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3.16 - Reagentes para reagdo de PCR - RAPD

3.16.1 - Tampdo de Reagdo 10 X da Enzima Tag polimerase

Tris HCl 0,1mM pH 8,3; KCl 0,5mM; MgCl, 0, 015mM;

Tris HClL IM pH 8,3 .. ... ... ..., 0,1 ml.
KCL IM .. e e e 0,5 ml
MgCly IM ...t 0,015 ml
H5O destilada g. S. P. ..voninnnnnn.. 1,0 ml
3.16.2 - Primers utilizados nas reagdes de PCR

O primer utilizado nas rea¢des de PCR foi sintetizado e
gentilmente fornecido pelo Prof. Dr Spartaco Astolfi Filho, do
Departamento de Biologia Celular, do Instituto de Ciéncias
Biolégicas, da Universidade de Brasilia. O primer constituido de
fita simples e de 10 nucleotideos de tamanho apresenta a seguinte

sequéncia 5' -- 3': TGCCGAGCTG.

3.16.3 ~ Solugdes de nucleotidios

Os desoxirribonucleotidios (dNTPs) wutilizados nas reacdes
foram de procedéncia da "Pharmacia LKB Biotechnology". As
solugdes estogues AATP, d4dTTP, dCTP e dGTP continham concentracodes
de 10mM. Vinte (20) microlitros de cada uma das solucdes de dNTPs
foram adicionadas em uma soluc¢do aquosa de mistura de dNTPs com
volume final de 200 microlitros.
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3.16.4 - Enzima Tag Polimerase

A enzima utilizada mnas reagbes de " PCR - RAPD -
Fingerprinting" foi de procedéncia da "Pharmacia LKB
Biotechnology".

3.17 - Teste de RAPD - DNA - Fingerprinting

A amplificag8o de DNA através da técnica de RAPD - DNA
"Fingerprinting" foi realizada em tubosg de Ependorf de capacidade
de 0,5ml, em volume de 100 microlitros de reagdo. Os reagentes
utilizados na reagdo seguiram a seguinte ordem de adic#o:

1 - Agua Mili-Q esterilizada - volume tirado da somatéria de
todos o©os outros reagentes subtraindo-se do volume 100 microlitros
de reagao,

2 - Dez (10) microlitros da solugdo tampdo de reacdo 10 X
concentrado, proprio para reac¢des com a enzima Tag polimerase,

3 - Dois (2) microlitros da soluc8o estogue contendo a
mistura do dNTPs (10mM de cada dNTPE),

4 - Um (1) microlitro da soluc¢do de primers (lug/ul),

5 - As linhagens foram cultivadas em meio LA a 37°C por 24
h. Destes cregcimentos foi coletado um raspado com auxilio de
palitos de madeira e este, dissolvido em 400 microlitros de

golucdo tampdo TE pH 8,0 (Tris 10mM e EDTA 1mM), a uma
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concentracdo préxima a 102 células por ml. Aligquotas de 5
microlitros destas suspenses foram coletados e adicionados nos

tubos de reacdo.

A partir deste ponto, © volume de reagdo foi fervido por 10
min e mantido &4 temperatura ambiente também por 10 min. Em
seguida, (passo 6} procedeu-se a adic¢do de 1 (um) microlitro da
enzima Tag polimerase. E por Ultimo, duas gotas de &leo mineral
foram adicionadas em cada tubo sobre o volume de reacdo, e,
finalmente, levados a reacdo.

A mdguina utilizada para reac¢do de amplificac¢dc foi o modelo
391 DNA sinthesizer PCR-MATE da Applied Biosystems.

0 programa de amplificacfo baseou-se em 45 ciclos de 94° ¢,
por 1 min; 34° C, por 1 min; e 72° C, por 2 min.

Aligquotas de 15 microlitros dos produtos de reacdo foram
submetidos & eletroforese em gel de agarose 1%. Os géis foram
corados com solug¢do contendo 0,5 microgramas por ml de brometo de
etidio por no minimo 20 min e visualizados em transiluminador de

uv.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 - Teste de Adesdo

As infecgdes bacterianas no trato urinéario,
sintomaticas ou assintomaticas, estdo relacionados com a
habilidade que as bactérias causadoras destas infecgdes possuem
de aderir & superficie da mucosa urindria. Desta forma, a
andlise da viruléncia das bacterias uopatogénicas "in vitro" pode
ser verificada, segundo o0 grau de intensidade de adesdo & célula
uroepitelial, coletada da urina de pacientes sadios, gque ndo
possuem histérico clinico de infec¢des urindrias (SVANBORG EDEN
et al., 1977).

De acordo com o nuimero de bactérias aderidas as células
uroepiteliais, as diferentes linhagens foram agrupadas em 3
grupos (Tabela V), independente da sua origem pois, hd uma grande
variabilidade na capacidade de adesdo destas linhagens. Apesar de
que estudos anteriores, Johnson (1991) e Hagberg et al ., (1981)
tenham indicado que as linhagens isoladas de cistite exibem uma
proporgdo de bactérias aderidas de 10-30 bactérias por c¢é&lula,
ndoc se pode desconsiderar aguelas gue apresentem um grau de
adesdo inferior ao descrito. Assim, as linhagens 154 (BSL), 7 (BL)
e 198(BLH) gue, apesar de apresentarem um grau de adesdo
compardvel a amostra padrdo, portadora de fimbria tipo 1 (ORN115)
também podem ser causadoras de cistite. Em contra partida, as
linhagens DT, causadora de pielonefrite, e as cisticas 46 e 168,
ambas de BL exibiram altas taxas de adesi3o em cé&lulas (30-60),
distantes até do nimero pré-determinado pelos autores
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TABELA V Classificagdo em grupos baseado na capacidade de
adesdo das linhagens uropatogénicas

grupo linhagem ndmero de média de adesdo/célula
bactérias/célula

(0-10) (10-30) (30-60)

63 X 19,1

66 X 24,9

BSL 154 X 8,1
177 X 23,6

202 X 14,9

7 X 35,8

9 X 18,3

BL 28 X 13,4
46 X 62,3

168 X 44,7

178 X 17,7

189 X 16,6

33 X 15,8

70 X 20,0

BLH 81 X 19,4
121 X 25,9

198 X 7,7

DT X 63,3

ORN115 X 2,0
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4.2 - Teste de Hemaglutinacgdo

Cada cepa uropatogénica cultivada em meio CFA, tanto
a 37°C como também a 16°C foram coletadas por alca de platina e
transferidas em placas de vidro . As solucdes de eritrdcitos
tanto de humano como também de cobalia foram preparados na
presenca ou ndo de D-manose. As leituras dos testes de
hemaglutinacg¢do foram observadas apds 3 minutos das misturas serem

preparadas. A Tabela 6 resume os resultados observados.

Dentre todas as linhagens estudadas apenas as linhagens
177 (BSL) e 9 (BL) ndo exibiram algum tipo de fimbria
hemaglutinante de eritrdcitos de humanos e de cobaia, embora as
mesmas mantivessem uma intengidade de bactérias aderidas em
células uroepiteliais comum & maioria das linhagens (tabela VI).
Desta forma, supde-se que estas duas linhagens possuam fimbrias
ou adesinas diferentes dagquelas que podem ger detectadas através

degta técnica.
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TABELA VI Padrdo de hemaglutina¢do das linhagens de
Egcherichia c¢oli uropatogénicas

Linhagens eritrécitos humanos eritrbdcitos de <cobaia
com D-manose sem D-manose com D-manose

37 ©c¢ 16 °c 37 9¢ 16 °C 37 9c 16 °cC

63 + -
66 + -
BRS1, 154 - -
177 - -
202 + -

+ 1 A
I
|
|

28
BL 46
168
178
188

+ 4+ 0+ 4
i H i
+F
1
t
|

33
70
BLH 81
121
198

L+ o+ 4+
|
|
i
I
|

DT ND ND - ND - -

ND - ndo determinado

Com rela¢do a hemaglutinacdo com os eritrdécitos de
humanos, foi possivel detectar a existéncia de fimbrias manose
resistentes (MRHA) nas linhagens 63, 66, 178, 202 (BSL), 28, 46,
189 (BL), 33, 70, 81, 121 (BLH).

Todas estas linhagens exibiram as fimbrias apenas a 37 ©C e
ndo a 16 ©C, confirmando os dados de literatura que reportam a
expressdo destas estruturas as temperaturas dos hospedeiros

(GAASTRA & GRAAF, 1982).
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O uso de um Kit especifico para a determinagdo de
fimbria tipo P permitiu determinar que as linhagens 28, 33, 46,
63, 81, 121 e 178 expressam este tipo de fimbria.

Com relagdo aos eritrdcitos de cobaia, determinou-se a
presenga de fimbria de carater hemaglutinante manose sensivel
(MSHA), conhecida como fimbria tipo 1.

Agsim as linhagens 28, 33, 46, 63, 66, 121, 178, 189 e
202 foram capazes de expressar dols tipos de fimbrias, MRHA e
MSHA, sendo gue nagquelas em que ndo & expresso a fimbria tipo P,
ndoc se pode determinar se as mesmas sdo do tipo X ou Dr.

Duas propriedades das fimbrias tipo 1 descritas na
literatura (JONHSON 1991) foram verificadas nos testes de
hemaglutinagdo. A primeira refere-se a presenc¢a da fimbria em
ambas as temperaturas de incubag¢do (37 e 16°C) nas linhagens 66 e
46, ratificando os dados gue apontam-na como uma das poucas
fimbrias expressas em temperaturas abaixo de 37°C. A segunda,
verificada na cepa 7, diz respeito & propriedade de alternar a
capacidade de expressio desta fimbria, efeito conhecido como
"variacdo de fase". Neste caso, a cepa produziu a fimbria apenas
a 16°cC.

4.3 - Teste de Hemolisina
Johnson (1991) ressaltou a existéncia de '"alfa" e

"beta" hemolisinas em Egscherichia coli uropatogénicas. Foi desta-

cado que as alfa-hemolisinas compreendiam ag toxinas citoliticas
secretadas pelas linhagens hemoliticas, e as beta-hemolisinas

abrangiam as toxinas associadas as membranas bacterianas.
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No entanto, o8 testes realizados em &gar sangue

destacaram apenas

resultados obtidos

as hemolisinas secretdveis. Assim, o8

demonstram dgrande variabilidade dentro de

cada grupo, conforme pode se observar na Tabela VII.

TABELA VII De

monstragao dos fendtipos hemoliticos e ndo

hemoliticos
grupo BSL grupo BL grupo BLH
cepa hemolitico cepa hemolitico cepa hemolitico
63 - 7 + 33 -
66 + 9 - 70 +
154 + 28 + 81 -
1779 - 46 + 121 +
202 - 168 + 198 -
178 -
189 +
bT +

Da mesma
uroepiteliais, os
grande wvariabilida
relatado gue a p

principais fatores

forma que os resultados de adesdo em células
testes de hemolisinas mostraram também uma
de nas linhagens estudadas. Embora tenha sido
rodugdo de hemolisinas representa um dos

de viruléncia de linhagens de Escherichia coli

uropatogénicas, CAPRIOLI et al., (1983) e Q' HANLEY et al.,

(1991) relataram
hemoliticas e néao

Segundo
expressar fimbria

de bactérias e caus

os efeitos provocados pela agdo de linhagens
hemoliticas no trato urindrio dos hospedeiros.
estes autores, a cepa ndo-hemolitica capaz de
colonizou o tecido renal com um grande ndmero
ou infecg8o renal com uma necrose superficial,
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ao passo gue, uma linhagem hemolitica fimbriada foi capaz de
provocar dano muito maior ao tecido renal por destruir o tecido
epitelial.

Assim, apesar de todas as linhagens term sido isoladas
a partir de casos clinicos de infec¢do do aparelho wurindrio, a
capacidade de expressar ou ndo hemolisina ndo & indicativa da

patogenicidade bacteriana.

4,4 - Perfil Plagmidial

Os perfig plasmidiais das linhagens uropatogé@nicas
estdo dispostos nas figuras 1 e 2. De todas as linhagens, apenas
a 154 (BSIL) ndo exibiu nenhum plasmidio, e por isso ndo esta
mostrada em nenhuma das figuras.

Como se pode ver, todas estas linhagens possuem no
minimo um plasmidio, cuja presenga poderia ser a responsavel
pela miltipla resisténeia a antibacterianos apresentada pela
maioria destas linhagens (dados nfo mostrados).

Duas linhagens, 28 e 46 (Figura 2), exibiram perfis
plasmidiais muito semelhantes, além de pertencerem ao mesmo grupo
gsintomatoldgico (BLH). No entanto, mesmo sendo hemoliticas
(Tabela VII) e possuindo os mesmo tipos de fimbrias, tipe 1 e
MRHA (tabela VI), elas se comportaram diferentemente nos testes
de adesdo. A diferen¢a obsexrvada quanto & capacidade de adesdo
destas linhagens (Tabela V} pode, neste caso, nfo ser importante
na diferenciagdo das mesmas e sim refletir um artefato de

técnica.
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Contudo, as demais linhagens exibiram perfis plasmidiais
diferentes, presumindo-se que todas sejam distintas umas das
outras, conforme foi defendido por Pfaller & Hollins (1989) ou
gue plasmidios ndo expressem genes essenciais 4 patogenicidade

bacteriana.

4.5 -~ Perfil de Proteinas de Membranas

Todas as linhagens uropatogénicas exibiram idéntico
perfil de proteinas de membranas {(Figura 3). Portanto, a

utilizag¢do de proteinas de membranas das Escherichia coli

uropatogénicas nao permitiu, ao menos nestes casos,
diferenciag¢&o a nivel intraespecifica. Estes resultados diferem
dagueles obtidos por Vaisanen-Rhen et al. (1984), os quais
obtiveram diferencas nos perfis de proteinas de membranas de

linhagens uropatogénicas na faixa entre 43kDa e 30kDa.
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3,03
2,24
1,69
1,51
1,25

Figura 1: Gel de agarose (0,7%) de DNA plasmidial das
linhagens uropatogénicas estudadas.

Os plasmidios da cepa V517 (5,19; 3.48; 3.03; 2,24;
1,69; 1,51;1,25) foram utilizados como padrdes de peso
molecular {(Perfil 1 e 12) MDa; 2 - BSL63; 3 - BSLog;
4 - BSL177; 5 - BL178; 6 -BSL202; 7 - BLH33;
8 - BLH70; 9 - BLH81; 10 - BLH121; 11 - BLH198.
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1,51
1,25

Figura 2: Gel de agarose (0,7%) de DNA plasmidial das
linhagens uropatogénicas estudadas.

Os plasmidios da cepa V517 (5,19; 3.48; 3.03; 2,24;
1,69; 1,51;1,25) foram utilizados como padrfes de peso

molecular (Perfil 1 e 9) MDa. Perfil 2 - BL7;
3 - BLY9; 4 - BL28; 5 - BlL46; & - BL168; 7 - BL189;
8 - DT
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Figura  3: Gel de poliacrilamida/SDS
de proteinas de membrana das

uropatogénicas

Padrdes de pesos moleculares

{Tzshela 2},

e 8; 2 - BSL66; 3 - BSL202; 4 - BL7; &5

6 - BLH81; 7 - DT

56

13%

linhagens

Perfis
- BL1

1
89;



4.6 - Perfil de Proteimas de Superficie

Como forma de diferenciacgdo, a utilizacido de proteinas
que sejam expressas na superficie bacteriana torna-se um ensaio
de grande valia, quando se trata de linhagens gue possuem
propriedades de aderéncia 4&s células epiteliais de seu
hospedeiro. Assim, essas andlises concentram-se nos componentes
estruturais daquelas proteinas gque localizam-se na membrana
externa ou gue, a partir desta, projetem-se para 0 meio externo
como &€ o caso ds fimbrias e/ou adesinas e que, possuem estruturas
com massas moleculares inferiores a 20, 1kDa.

N&o sé as massas moleculares evidenciam a presenca de
fimbrias através destes perxfis, como também as temperaturas de
cultivo bacteriano comprovam a existéneia das mesmas (GAASTRA &
deGRAAF, 1982). Deste modo, comparando-se os perfis de proteinas
de superficie obtidos com diferentes linhagens cultivadas a 16°C
com aqueles obtidos com as mesmas linhagens cultivadas a 37°C,
verificou-se que os primeiros ndo exibiam algumas bandas entre
14,4 e 20,1kDa, e que se expressavam a 37°C.

Desta forma, as andlises dos perfis eletroforéticos
destas proteinas gue se expressam a 37°C apontaram similaridades

entre determinadas linhagens, as quais foram reunidas em grupos.
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A Figura 4 exibe oito perfis eletroforéticos de
proteinas de superficie correspondentes a um representante de
cada um dos oito grupos determinados através de similaridades
entre todos os perfis das linhagens uropatogénicas (Tabela VIII)
e que representam as variagdes intra-egpecificas encontradas
entre as linhagens uropatogé&nicas. Johnson (1991) relatou gque as
subunidades protéicas de algumas fimbrias, como por exemplo, P e
Tipo 1, apresentavam pesos moleculares abaixo de 20kDa. Desta
forma, a andlise destes perfis eletroforéticos restringiu-se,
principalmente, a faixa do gel que representa bandas com pesos
moleculares abaixo de 20,1 kba.

As bandas mais intensas semelhantes a de peso molecular
67 kDa no perfil 168 podem ser de alguns componentes estruturais

de flagelos (Silveira, W.D., comunicacgdo pessoal).
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TABELA VIIT Agrupamento das linhagens uropatogénicas
através de gsimilaridades nos perfis
eletroforéticos de proteinas de superficie

grupo cepa grupo original

I 46 BL
28 BL
11 70 BLH
I1T 168 BLH
154 BSL
v 66 BSL
63 BSL
81 BLH
7 BL
v 198 BLH
189 BL
33 BLH
VI 121 BLH

VII DT Pielonefrite
VIII 202 BSL
9 BL
177 BSL
178 BL
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PM 1 2 3 4 5 6 78 910

KDa

94

67

43

30,0

20,1

14,4

Figura 4: Gel de poliacrilamida/SDS (13%)
Proteinas de Superficie dos
diferentes grupos de linhagens
uropatogénicas.
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4.7 - PCR - DNA Fingerprinting (RAPD)

Com relagdo aos produtos de reacdo de amplificacdo dos
genomas bacterianos, as linhagens puderam ser reunidas em grupos,
conforme a similaridade exibida nos perfis eletroforéticos
destes produtos.

Além das 18 linhagens uropatogénicas, seis linhagens

da egpécie Escherichia coli foram utilizadas como controles da

espécie. Foram elas: H10407, HB101, AL 055 : Hé (E.coli gque
mostra aderéncia localizada), EAEC (E. c¢oli entercagregativa),
Q0157: H7, e DH5alfa.

O agrupamento segundo os resultados do "RAPD", estd
indicado mna Tabela IX. Além dos representantes de cada um dos
grupos, a Tabela IX indica, também, qual o perfil eletroforético
correspondente, mostrado na figura V.

Esta metodologia foi utilizada devido aos resultados
publicados por Welsh & McClelland (1990) os quais verificaram que
algumas espécies de Staphylococcus spp e Streptococcus spp
poderiam ser classificadas em grupos com padrdes espécie

especificos, segundo os produtos obtidos por RAPD.

Dessa forma, o©s grupos mostrados na Tabela IX
demonstram dgue os representantes de um mesmo grupo compartilham
de padrdes eletroforéticos semelhantes e que, estes padrdes
denotam a existéncia de um nivel sub-especifico, dentro da

espécie E. coli.
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Todavia, para se chegar a uma "identidade individual"
de cada linhagem bacteriana, seria necessaria a utilizacgdo de
maior mnimero de "primers", pois apenas 4 linhagens (BLH198; AL
055 :H6; Q157:H7; e DH5alfa) mostraram perfis individuais,
enquanto que, por outro lado, um grande grupo (A) foi formado
devido 4 semelhanca dos perfis eletroforéticos (Tabela IX).

Esses resultados ndo possibilirta a comparagdo com os
resultados obtidos com os perfis eletroforéticos de proteinas de
superficie.

Como 08 resultados obtidos com RAPD foram conseguidos
com © uso de apenas um "primer", acreditamos que os perfis
eletroforéticos de proteinas de superficie sejam mais acurados
pois estes refletem a expressdo de um "conjunto génico". A
utilizac¢do de apenas um "primer" para estudos de classificacéo
bacterianaa poderia ser melhor empregada quando este & especifico

-~

para um gene, o gual sabe-se ser relacionado 3 patogenicidade.
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TABELA IX Agrupamento das linhagens E. c¢oli através dos
produtos de reagdo do RAPD e oS perfis
correspondentes mostrados na Figura V

grupo linhagens perfil (Figura 5)

A 63, 202, 46, 33, 81, 70 1 eb5
121, 154, 177, 28, 168,
189, 9, H10407, HB10l, EAEC

B oT, 7 8
C 178, 66 6
b 198 7
E AL Ob5 : Hé 3
E 0157 : H7 4
G DH5alfa 2
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12 3 4 56 7 8

Figura 5: Gel de agarose 1% dos fragmentos obtidos por

RAPD nas diferentes linhagens estudadas.
Perfil 1l - H10407; 2 - DHsalfsa; 3 - AL 0Lk5:H6;
4 - Q1L57:H7; 5 - BSL63; & - BL178; 7 - BLH198;
8 - DT
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Aggim, essa dissertacio apresentou dois objetivos. ©
primeiro foi o de verificar e determinar a expresdc de alguns
fatores de viruléncia das UPEC, através de técnicas como testes
de adesdc, produgdc de hemolisinas e hemaglutinacdo. Esse
objetivo pretendia correlacionar, de alguma forma, a presenga de
tais fatores com a patogenicidade demonstrada pelas diferentes
linhagens uropatogéncicas isoladas de pacientes do Hospital de
Clinicas da UNICAMP.

O segundo objetivo pretendia-se com a utilizagdo de
técnicas mnao convencionais, como por exemplo, presenca de
plasmidios, perfil eeletroforético de proteinas de membrana e da
gsuperficie bacteriana e amplificacdo de DNA gendmico, diferenciar
as diversas linhagens uropatogénicas.

Dessa forma, a tabela X resume todos og resultados
descriteos mnas tabelas anteriores, com excecdo dos perfis
plasmidiais, para gque se possa visualizar, de maneira geral,
todos os dados cobtidos nos ensaios bioldégicos.

Com relagdo aos resultados envolvendo os fatores de
viruléncia das UPEC, nenhuma correlacdo foili verificada entre as
linhagens uropatogénicas e og grupos originais (TABELA I). Os
resultados mostraram uma grande variabilidade entre as linhagens
em exibir, ou ndo, estes fatores. No entanto, esta variabilidade
fenotipica das linhagens uropatogénicas concorda com resultados
anteriormente descritos por outros autores {(CAPRIQLI et al.,
1989; RYCKE et al., 1989).

Um dado reportado inicialmente envolvendo a intensidade
de adesdo de linhagens isoladas de pielonefrite foi verificado
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TABELA ¥ Reunifio dos resultados obtidos nos ensaios com as cepas uropatogénicas

grupo original lin. adeséfo hemaglutinagio hemolisina grupo  no grupo no ensaioc "RAPD
MRSA  MSHA proteinas de superficie fingerprinting )}
BSL 632 13,1 + - - v B
(-3 24,9 + + + IV c
3154 8,1 - + + ITT A
177 23,6 - - - IIZI F:y
202 14,9 + + - VIII -9
BL 7 35,8 - + + v B
-] 18,3 - - - VIII A
28 13,4 + + + I A
46 62,3 + + I A
168 44,7 - + + III A
178 17.7 + - VIIX c
189 16,96 + + v A
BLH 32 15,8 + - - v A
70 20,0 + - + Ir A
81 19,4 + - - v A
121 25,9 + + + VI A
188 7.7 - + - v B
PIELONEFRITE oT 63,3 5] - + VII a
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nog testes de adesdo com a cepa DT. A mesma aderiu a um namero
maior de «células wuroepiteliais, superando até mesmo o© valor
reportado por Johnson (1991). Entretanto, a cepa 46 do grupo BL
exibiu um valor de adesdo semelhante a DT, deixando c¢laro dque
embora tenha sido isolada de cistite a mesma pode possuir
capacidade de causar pielonefrite.

A detecgdo da expressdo de fimbrias hemaglutinantes,
novamente, mostrou-se uma grande variabilidade entre as
linhagens, sendo que a presenga de fimbrias tipo P, relacionada
a patogenicidade, verificada em linhagens de diferentes grupos. A
capacidade de adesdo de algumas linhagens que ndo expressavam
fimbrias hemaglutinantes indica que outros tipos de adesinas
devem existir. Assim, os resultados dos perfis de proteinas de
superficie indicaram a existéncia de bandas caracteristicas de
fimbrias em todas as linhagens, de modo que a ndo deteccdo de
fimbrias através dos testes de hemaglutinacdo n8c descarta a
possibilidade da presenga de ocutras fimbrias, em especial, as
ndo-hemaglutinantes.

Com relagdo & segunda parte dos objetivos, todas as
linhagens, a excegdo da 28 e 46, apresentaram caracteristicas
diversas em todas o0s testes realizados, nd3o sendo possivel
qualquer relacdo de semelhancga entre elas. Isso nos leva a propor
que, apesar de existirem semelhancas com relagdo aos perfis
eletroforéticos de proteinas de membrana e de superficie e de
amplificagdo de DNA gendmico com o uso de '"primer", todas as

linhagens & excec¢do das linhagens 28 e 46, sdo diferentes.
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