FABIANE BENETTI

DETERMINACAO DAS =~ CARACTERISTICAS
PATOGENICIDADE E  ESTRUTURA  CLONAL
LINHAGENS DE Escherichia coli UROPATOGENICAS

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
CAMPINAS-SP
1999

DE
DE



" SECRETARIA
DE
i POS-GRADUAGAG |

' LB

FABIANE BENETTI

DETERMINACAO DAS CARACTERISTICAS DE
PATOGENICIDADE E

ESTRUTURA CLONAL DE
LINHAGENS DE Escherichia colii UROPATOGENICAS

R
_—
L3t}
= i
Tev] hogen
3 Fme
A &0
o3 4
f— -t

Dissertagdo

apresentada ao
T . . . .
~ Departamento de Microbiologia e Imunologia

n 2

do Instituto de Biologia da Universidade

Estadual de Campinas, para obtenggo do titulo

e Benilli=

de Mestre em Ciéncias Bioldgicas na Area de
Microbiologia.

1
[FR1Y

tay  GOTIED;
-Eandida

£ i
53 (o ,l
%‘} c’..ka. i

G
e i
1= 3 H
w o=

b UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
o CAMPINAS-SP

1999




S A g
EPRECO. TR G 1y oo

Bata__iis00 ) 3 _—
T —

P30

g
és:zf’*'{;.é.i?

-
;
i

FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DO INSTITUTO DE BIOLOGIA - UNICAMP

Benetti, Fabiane

B439d Determinagdo das caracteristicas de patogenicidade e estrutura

clonal de linhagens de Escherichia coli uropatogénicas/Fabiane
Benetti. -- Campinas, SP:[s.n.], 1999,
142f :ilus.

Orientador: Wanderley Dias da Silveira

Dissertagdo (mestrado) - Universidade Estadual de Campinas.
Instituto de Biologia.

1. Escherichia coli. 2. Patogenicidade-caracteristicas. 3. Infeccio.
4. Genes-identificacdo. I. Silveira, Wanderley Dias da. [1.Universidade
Estadual de Campinas. Instituto de Biologia. I1I. Titulo.



e eLGD Y/ U4/1999

Componentes da Banca Examinadora

Prof. Dr. Wande

tley D;,fa' sda Silveira ( Orientador)
. A e
e //—-—f W

“‘“

Prof. Dr. Tomomasa Yano (Suplente)




Sumario

Pagina
Lista de FLUras. ......oooooiiiii e 7
Listade Tabelas........coooo e 9
RESUIMIO. .. oo 10
1. Introducéo............ et 11
2. ODJEIIVOS. ...ttt 13
3. Revisf30 bibHografica.. ... 14
4 Material € metodos..........ooocoeiiiiiii e 47
4. 1. Linhagens bacterianas. ............ccooocvereeeoeeeeeee e, 47
4. 2. Linhagens padrio utilizadas neste trabalho........................ 48
4. 3. Determinagdo do nivel de resisténeia a  drogas
AntMICTODIANAS. ..o 49
4. 4. Extracdo de DNA plasmidial.................ccoocoooii 50
441 Solugbes utilizadas nia téonica. LT .51
4. 5. Eletroforese de DNA plasmidial em gel de agarose................ 52
4.6. Teste de ades@io em c€lulas HeLa...................ooooveeeviiienen 53
4. 6. 1. Crescimento das linhagens bacterianas.......................... 53
4.6.2. Cultivodecélulas Hela.......................oooovii. 53
4.6.3 Teste de ades80........coooooiiiiiii oo 54
4.6.4 Teste de INVASAO........ooiiiiiiiiieie el 55



4. 8. Producéo de siderdforos (aerobacting)................................... 59

4. 9. Absorgdo do corante vermelho de congo pelas linhagens

bacterianas em meio de cultura...................o.ooooioi 60

4. 10. Produgio de hemolisina.........................ooooo 61
4. 11. Extraco de iSOENZIMAS. .............cocoovevoeoeeeioeeeeeeo 61
4. 11. 1. Solugdes utilizadas na técnica...............ocoovvvveeooo oo, 62

4. 12. Determinagdo do perfil eletroforético do DNA através de

RIbOPAZEIMN. oooeoiee e 67

4. 12. 1. Extragio do DNA gen6mico...........cooovvovereoen. 67

4. 12,2 RibOHPAZEIN. ..o 68

4. 12. 3. Marcagdo do fragmento de DNA p64 com (o-2P)
ACTP.. e 71

4. 12. 4. Hibridizaggo da membrana de “nylon” com a sonda
POd. e 71

4. 12. 5. Solugdes utilizadas na técnica.............oocooveeeeeoveo, 73

4. 13. Mutagénese com tranposon TnphoA...........cocooovvooee . 75
4. 14. Cura de plasmidios através de tratamento com brometo de
SHAIO ... e 76

4. 15. Microscopia eletrOniCa................cocoooui oo 77
CResultados. ..o 79
5. 1. Determinacgfo da resisténcia a drogas antimicrobianas........... 79

2. Extragio de plasmidios das linhagens uropatogénicas.

L

Eletroforese em gel de agarose..............ccoovovveeeoee g1

. 3. Testes de adesfio e invasdoem células Hela.................... 83

A



5. 4. Adesdo de Escherichia coli em células uroepiteliais in

COTIEO .o iieiiieeieeieee e e e s e et eaeete s ettt e e e eaasb e e e e s b e e e e eneaaess 92

5.6. Produgdode hemolisima. .................cooooiiiiiiiiiii e G2

5. 7. Extraco de 1SOeNZIMAS. ... .....o.oooiiiiiiiiiireere e ereeeae e 95
5. 8. Determinacdo do perfil eletroforético do DNA através de
Ribotipagem....... e e 97

5.9 MUtagEneSe. ..ot 100

5. 10. Cura de plasmidios através do tratamento com brometo de
EHAIO. . e 102

5. 11. Extragio de DNA plasmidial (DT e mutantes)................... 102
5.12. Microscopia eletrOnica. ..........ccooooeviiiiiiiiiiii e 107

6. Discussao......... USRS PSSO URUOPPPOIY 108
7. ConCluSAD. ...coooiiiiiii e EUUUUUUUSURTRU IO 121
ADSITACT . oottt e 122

8. Referéncias bibliograficas.... ... 123



1ista de figuras

Figura 1. Gel de agarose (0,7%) da eletroforese de DNA plasmidial das
linhagens de E. coli uropatogénicas. .............coovoeveeveeeveren. 81

Figura 2. Cultivo de células Hel a, padrdes de adesdes e adesdes de

linhagens de E. coli uropatogénicas..............occoveevevevoen. .. 86
Figﬁra 3. Adesdes de linhagens de £. coli uropatogénicas.................. 87
Figura 4. Adesoes de linhagens de . coli uropatogénicas................. 88
Figura 5. Adesdes de linhagens de E. coli uropatogénicas................. 89
Figura 6. Adesoes de linhagens de E. coli uropatogénicas................ 90

Figura 7. Dendograma das dessemelhancas genéticas das linhagens de
E. coli uropatogénicas, segundo perfil eletroforético de
ISOENZIMAS.........cooiiiiie i 96

Figura 8. Grafico representativo do aspecto radiografico da eletroforese
em gel de agarose (0,7%), quando da utilizacsio da enzima
Eco R I para a  digestio do DNA
ZENMOMICO. ..ot 98

Figura 9. Grafico representativo do aspecto radiografico da eletroforese
em gel de agarose (0,7%), quando da utilizacdio da enzima
Hind 11 para a digestdo do DNA
GENOMICO. ..ot e 08

Figura 10. Dendograma das dessemelhangas genéticas das linhagens de

E.  coli wuropatogénicas, segundo a técnica de

RIDOUPAZEIM. ..o 99



Figura 11. Gel de agarose (0,7%) da eletroforese de DNA plasmidial
das linhagens de E.  coli uropatogénicas DT e
IMUAGTES. ... e 103
Figura 12. Gel de agarose (0,7%) da eletroforese de DNA plasmidial
das linhagens de £E coli uropatogénicas DT e
mutantes................cii et 104
Figura 13. Gel de agarose (0,7%) da eletroforese de DNA plasmidial
das linhagens de E  coli uropatogénicas DT e
IMUEAIEES. ...t 105
Figura 14. Gel de agarose (0,7%) da eletroforese de DNA plasmidial
das linhagens de £ coli wropatogénicas DT e
IUEANESS. ... 106
Figura 15. Microscopia eletrénica do teste de invasio em células HelLa

da linhagem uropatogénica DT.................coviiiieeenn 107



Lista de Tabelas

Tabela 1. Antibidticos aos quais as linhagens bacterianas
uropatogeénicas S0 SENSIVEIS. .......ooooooeoeoo 57

Tabela II. Drogas antimicrobianas as quais as linhagens de £ coli
uropatogénicas se mostraram resistentes............................ 80

Tabela III. Pesos moleculares dos plasmidios observados no gel de
eletroforese de agerose (0,7 %)......coooovoeooeceeee . 82

Tabela IV. Capacidade de adesdo em células Hela das linhagens de
E. coli uropatogenicas. ..............ococoooeeeoe e 85

Tabela V. Capacidade de invasfo de células Hela das linhagens de E.
COLE UropatOEMICAS. ... ..o 91

Tabela VI. Produgdo de sideroforo aerobactina, fixagdo do corante
vermelho de congo e produgéo de hemolisina................... 94

Tabela VII. Adesdo em células Hela dos mutantes da linhagem



Resumo

Treze linhagens de Escherichia coli, isoladas de pacientes
do Hospital das CIf nicas da Universidade Estadual de Campinas
(UNICAMP) que apresentavam infecgdes do trato umnario, foram
estudadas com relagdo as suas caracteristicas bioquimica (perfil
eletroforético de isoenzimas), moleculares (perfil plasmidial, perfil de
DNA segundo técnica de ribotipagem-RFLP e mutagenicidade) e de
patogenicidade (produgfdo de hemolisina, produgdo de aerobactina,
absor¢iio do corante vermelho de Congo e capacidade de adesdo e
invasdo in vitro em células Hela). Uma linhagem foi mutagenizada
com a finalidade de localizar possiveis genes envolvidos com
patogenicidade. Os dados obtidos com os perfis eletroforéticos de
isoenzimas e ribotipagem permitiram a constru¢dc de dendogramas de
dessemelhancas das diferentes linagens. Com excecfo a capacidade de
adesdo nas Ii_nhaggns_ celulares c;;itiva_das in vitro, _nenhum_a das demais

caracteristicas pode ser relacionada a patogenicidade.
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1. Introduc@o

Escherichia coli, o bacilo Gram-negativo mais prevalente na
flora humana fecal, habita usualmente o colon como um comensal €
participa dos processos fisiologicos normais do intestino®. Apesar de
ser considerado um organismo comensal, muitas vezes algumas
linhagens desta espécie bacteriana atuam como agentes etiologicos
causadores de mfecgio do trato urogemital. Este tipo de infecgéo ¢
denominado Infeccdo do Trato Urinario (ITU)®!3267,

Estima-se que 10 a 20% das mulheres ¢ 12% dos homens
apresentem, em alguma fase de sua vida, infecgSes sintomaticas do
trato urinario causadas por K. coli. Acredita-se, também, que uma
freqiiéneia ainda maior apresente infecges assintomaticas por este
mesmo tipo bacteriano. Algumas vezes, estas bactérias sdo causadoras
de pielonefrite € septicemia levando o paciente a morte #1137,

Para que este tipo de linhagem bacteriana possa estabelecer
seu processo infeccioso € necessario que a mesma expresse fatores
ditos de patogenicidade ou de viruléncia (FV'>'%.

Entre os FV, destacam-se aqueles que permitem a bactéria
reconhecer ¢ colonizar a superficie das células do hospedeiro
(adesinas); a produgdo de toxinas, hemolisinas, colicinas e
polissacaridios; expressdo de sistemas de captagfo de ferro a partir de
transferrinas do sangue do hospedeiro (enterobactina ¢ a aerobactina) €

resisténcia seérica (113141969,

i1
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Mulheres com uma histéria de infecgfio recorrente por E. coli
causadora de ITU demonstraram ser produtoras do receptor galactosil
sialosil glicoesfingolipidio presentes no sangue, ao contrario daquelas
que ndo tenham tido tal histéria. O tipo de aderéncia de linhagens
uropatogénicas de E. coli as células epiteliais vaginais de mulheres nio
secretoras deste tipo de receptor sdo compardveis as células das

secretoras®,



2. Objetivos

Este trabalho teve como objetivos : (1) estudar as
caracteristicas de patogenicidade (producdo de toxinas € hemolisinas,
absor¢do do corante vermelho de congo em meio de cultura e
resisténcia a antimicrobianos) de treze linhagens de Escherichia coli
isoladas de pacientes do Hospital das Clinicas da Universidade
Estadual de Campinas (UNICAMP) que apresentavam infecgdo
urinaria, sendo uma destas linhagens isolada de um paciente
apresentando sintomas clinicos de pielonefrite; (2) estabelecer a
estrutura clonal destas linbagens bacterianas através da analise do perfil
eletroforético de diferentes isoenzimas; (3) estabelecer a estrutura
clonal destas lmhagens através da técnica de mibotipagem, (4)
determinar o perfil eletroforético de plasmidios e (5) tentar
correlacionar a presenca deste plasmidio com as caracteristicas de
patogenicidade através de um mecanismo de recombinagio genética
e/s;.)u. 'elixiﬁilagéo plasmidial ou por meio de mutaéﬁo com auxilio do

transposon TnphoA.
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3. Revisdo Bibliografica

Escherichia coli é um dos agentes infecciosos mmais
prevalentes em humanos, sendo capaz de causar doengas diarréicas,
meningite neonatal e infecgdes do trato urindrig®*H e,

Anélises epidemiolégicas®™ moleculares de E. coli sugeriram
a emergéncia de linhagens uropatogénicas ocultas dentre aquelas
presentes na flora intestinal do préprio hospedeiro™”.

As diferentes linhagens de E. coli tém sido sorologicamente
classificadas por diferentes antigenos O (somatico), K (capsular) e H
(flagelar), aumentando a variedade de diferentes sorotipos O:K:H. S&o
conhecidos, 171 antigenos O, 100 antigenos K e 57 antigenos He”
Nem todas as linhagens de E. coli provenientes, seja do intestino
humano ou de qualquer outro local do organismo, apresentam Os trés
tipos de antigenos ao mesmo tempo. Como conseqiiéncia desta
variacdo, 2 identificagdo sorologica de E. coli é fregiientemente
incompleta, isto &, pode ter por base somente © antigeno O ou o0s
antigenos O e H. De modo geral, quando por razdes diversas, somente
os antigenos O ou O:K sio identificados ¢ a linhagem ¢é movel, diz-se
que ela pertence a determinado grupo sorolégico, por exemplo, 018 ou
O18:K76. Este cuidado € mnecessario porque uma linhagem de
determinado sorogrupo O ou O:K pode possuir qualquer um dos 57
antigenos H. Assim sendo, ¢ termo sorotipo é reservado para designar

linhagens cujos antigenos H sdo identificados. Deste modo, pode-se ter
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sorotipos OK'H, ou somente O:H, quando falta o antigeno K na
Imhagem. Em se tratando de linhagens imoveis, isto &, sem antigenos
flagelares, elas sdo geralmente designadas de sorotipo imével, sendo
usado o sinal (~) para significar a auséncia de flagelos. O conceito de
biosorotipo ¢ muito importante em . coli porque muitas linhagens
associadas a infecgdes intestinais sdo biosorotipos tipicost#7.7098)

O estudo sorologico de linhagens de E. coli, utilizando-se
todos os soros anti-O, anti-K e anti-H, somente ¢ utilizado quando se
procura conhecer a associagdo de sorogrupos e sorotipos com
determinadas patologias ou com outras condicées ecologicas. No
entanto, somente um nimero relativamente pequeno de sorotipos
OK:H t€m sido relacionados nestes casos. E fregitente a utilizacdo de
antigenos preparados somente contra os sorogrupos O de E. coli
enteropatogénica classica ¢ enteroinvasora. Os antigenos superficiais
de E. coli enteropatogénica classica antigamente eram denominados

antigenos K, de variedade B. Atualmente, entretanto, sabe-se que estes

antigenos fazem parte do antigeno O. Quanto aos anti-soros H, teriam

indicag80, mas geraimente nio s3o empregados®®*,

Cerca de 60 dos 171 sorogrupos O de E. coli sdo mais
freqiientemente encontrados em associagdo com o homem. Destes 60,
aproximadamente 25 sorogrupos fazem parte da flora normal do
intestino, sendo que a maioria corresponde aos sorogrupos associados
as inofecgdes urindrias, meningite e bacteremia. Os outros 35
sorogrupos s3o agentes de infecgdo intestinal, correspondendo a seis

categorias de E. coli enteropatogémica denominadas: E  coli



enteropatogénica classica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), F.
coli enteroinvasora (EIEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enteroaderente (EAEC) e E. coli difusa (DAEC)®&s45,

EPEC sdo os agentes bacterianos mais fregiientes de diarréia
infantil no Brasil, predominando, sobretudo, nos primeiros meses de
vida®®, Varios estudos demonstraram que em cada sorogrupo O,
somente determinados biosorotipos sdo regularmente associados a
diarréia® ™. Os mecanismos de patogenicidade destes colibacilos
envolvem aderéncia 4 mucosa intestinal e, talvez, produgio de toxinas.
EPEC aderem formando microcol6nias localizadas em certas areas das
células Hela cultivadas in vitro (adesfio localizada)®™. A estrutura
responsavel pela aderéncia localizada € codificada por plasmidios,
tratando-se de fimbrias ou proteina da membrana externa.

Quanto a produgdo de toxinas, sabe-se, atualmente, que
EPEC ndo produzem as citotoxinas “Shiga-like”, mas podem produzir
oufros tipos de toxinas. A infecgdo por EPEC parece localizar-se,
preferencialmente no intestino delgado. A razdo da grande prevaléncia
de EPEC em criangas com poucos meses de vida ainda permanece
desconhecida® =7,

O reservatério de EPEC parece ser o proprio homem. O
mecanismo de transmissdo da infecgfio, na comunidade, ainda nfo foi
estabelecido. Em hospitais ¢ bergarios, a bactéria ¢ transmitida por
contato oral-fecal. Criangas com diarréia sfo a principal fonte de
infeccdo. A infecgdo € mais freqiiente e mais grave nas criangas que

ndo se alimentam com leite materng™.
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Faz-se o diagnéstico da infecglio pelo isolamento de EPEC
das fezes em meio de MacConkey. A bactéria é identificada através de
provas bioguimicas €, a seguir, pelo emprego de soros polivalentes e
monovalentes. Os primeiros s3o soros de identificacio presuntiva, a
qual deve ser confirmada por provas de aglutinacio em soros
monovalentes. Recentemente foi preparada uma sonda molecular que
detecta todas as EPEC produtoras de adesfio localizada (PCR)@s,

A terapia com a utilizagdo de antimicrobianos é quase
sempre desnecessaria nestas infecgdes. Quando indicada, o
antimicrobiano deve ser selecionado pelo antibiograma, uma vez que
os biosorotipos mais fregiientemente isolados sdo resistentes a maioria
dos antimicrobianos®+”,

EIEC correspondem a biosorotipos bem  definidos,
caracterizados pelos seus antigenos O, auséncia quase constante de
antigeno flagelar, incapacidade de descarboxilar a lisina e presenga de

um plasmidio de, aproximadamente, 120-140 megadaltons que

transporta 0s genes responsaveis pela invasio de células epiteliais. A

capacidade de proliferar no interior das células e de provocar doenca é
dependente de genes plasmidiais e cromossémicos. EIEC apresentam a
patogenicidade semelhante 4 de Shigella e, sendc assim, a infeccdo
intestinal, causada por estas bactérias ¢ determinada por mflamacdo e
necrose da mucosa do ileo terminal e do colon. A capacidade invasora
de EIEC pode ser demonstrada pelo teste de Serény, que consiste na
inoculago da bactéria no olho de cobaia albina. Quando a linhagem é

invasora, ¢la prolifera abundantemente na conjuntiva do otho do



animal, causando imtensa cerato-conjuntivite que cura espontaneamente
em duas a trés semanas, gracas aos sistemas de defesa do
hospedeiro®*.

As infeccOes intestinais provocadas por EIEC sdo mais
comuns em criancas, com mais de dois anos de idade e em adulto. O
reservatorio da bactéria é o proprio homem. A infecgdo € adquirida
pela ingest@o de dgua e alimentos contaminados e por contato pessoal.

O diagnostico é feito pela coprocultura, que consiste no
cultivo de EIEC em meios de MacConkey e SS ¢ na caracteriza¢do dos
sorotipos. Bm rotina, 0s sorotipos sao caracterizados por meio de
provas bioquimicas e sorologicas. A eletroforese em gel de agarose,
para demonstrar 0 plasmidio de invasdo, tambem pode ser utilizada.
Atualmente, a identificagdo de EIEC pode ser feita com seguranca total
por meio de sondas moleculares que detectam o gene responsavel pela
sintese do antigeno de invasfio e PCR. O teste de Serény fica reservado
para o estudo de linhagens duvidosas®™™.

As infecgdes por EIEC costumam curar-se espontaneamente
se o individuo for mantido com uma boa hidratagdo € feita a prevencdo
para que o quadro ndo evolua para choque® . Entretanto, quando a
gravidade das manifestagdes exigir tratamento, o antimicrobiano mais
indicado ¢ a ampicilina. EIEC, de modo geral, continuam sensiveis a
maioria dos antibimicrobianos®”.

ETEC sdo Dbiosorotipos de E. coli  que prbduzem
enterotoxinas termoldbeis e termoestaveis. As primeiras sdo conhecidas

pelas siglas LTI ¢ LTIl ¢ as segundas pelas siglas STa e STh. As
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linhagens de ETEC isoladas de seres humanos raramente produzem as
enterotoxinas LTIl ¢ nunca a STh. A enterotoxina LTI é uma proteina
imunogénica, com peso molecular de 100.000 daitons. Sua molécula
consiste de 5 subunidades periféricas (subunidades B) ¢ uma central
(subumdade A}. As subunidades B fixam a toxina a superficie da célula
epitelial e a A, aitera o metabolismo celular. O receptor da enterotoxina
LTI, ao nivel do enterécito, € o gangliosideo GM-1. Uma vez
produzida por E. coli e fixada ao enterécito pelas subunidades B, a
subumidade A penetra na célula, ativando a adenil-ciclase, o que
provoca aumento de AMPc. O aumento desta substncia, no interior da
celula, determina o bloqueio da absor¢io de sédio pelas células apicais
da mucosa, estimulando ainda a secregfio de potassio e carbonato pelas
celulas das criptas. Em conseqiiéneia  destas alteragdes, no
metabolismo hidrossalino da mucosa, ocorrera aumento da quantidade
de liquido na luz intestinal e conseqiientemente diarréia. A enterotoxina
LTI apresenta grande similaridade a enterotoxina produzida pelo
Vibrio cholereae“ s,

A enterotoxina STa, ao contrario da enterotoxina LTI, é uma
pequena molécula, contendo apenas 17-19 amino4cidos, ndo
imunogénica, com peso molecular de, aproximadamente, 5.000 daltons.
Trata-se , também, de uma potente toxina, no que diz respeito a sua
capacidade de alterar o metabolismo hidrossalino da mucosa intestinal.
Sua atividade decorre de sua capacidade de ativar 2 guanii-ciclase, o

que provoca acumulo de GMPc¢ nas células da mucosa intestinal >



Além de produzir as enterotoxinas LTI ¢ STa, as ETEC
apresentam fimbrias, cuja fungdio ¢ fixa-las 2 mucosa do intestino
delgado. Estas fimbrias, também conhecidas como fatores de
colonizagéio ou adesdo, sdo proteinas imunogénicas®.

A patogénese da infecgiio por ETEC pode ser descrita
resumidamente da seguinte maneira : depois que a bactéria atravessa a
barreira gastrica, ela se fixa & mucosa do intestino delgado, por meio de
seu fator de colomizacio. Uma vez fixada, comega a proliferar ¢ a
produzir a enterotoxina, dependendo do seu fen6tipo enterotoxigénico.
A toxina ou toxinas formadas produzem, entdo, diarréia aquosa. Deve-
se notar que a infecgdo intestinal por ETEC € superficial, a bactéria ndo
penefra no epitélio intestinal. Por esta razéo, as fezes dos pacientes
afetados nio apresentam leucdcitos, sangue ou muco®™?.

Ao contrario do que se pensava inicialmente, ETEC
correspondem a numero relativamente pequeno de sorotipos, alguns
produzindo somente a enterotoxinas LTI, outros somente a STa e ainda
outros, as duas enterotoxinas. Até o presente, ndo foram encontrados
fatores de colonizaciio nos sorotipos de ETEC que produzem somente
a enterotoxina LTI

As enterotoxinas LTI e STa, bem como os fatores de
colonizagdo, sfio codificadas por genes localizados em plasmidios, os
quais sdo designados por plasmidios enf. As infecgdes por ETEC
ocorrem tanto em criangas como em adultos. Esta bactérias
representam ainda uma das principais causas da diarréia do viajante.

Fmbora algum tempo atrds se pensasse diferentemente, hoje ndo ha
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divida de que ETEC que causam infecciio no homem tém como
reservatorio o proprio homem. A infec¢dio se transmite pela ingesto de
dgua e alimentos contaminados. H4 evidéncias de que a bactéria
tambeém possa ser transmitida por contato pessoal, em bercarios e
enfermarias de pediatria®.

O diagnéstico da infecgfio por ETEC se faz pela pesquisa
das enterotoxinas LTI e STa, nas linhagens de E. coli isoladas, das
fezes do paciente. A enterotoxina LTI pode ser demonstrada em cultura
de tecidos e por uma variedade de testes munoldgicos como
aglutinag@o de hemdcias sensibilizadas pela toxina, precipitagdo em gel
e outras®.

A pesquisa da enterotoxina STa é, geralmente, feita por
inocula¢do de camundongos recém-nascidos (Teste de Dean) com
sobrenadantes das culturas. Uma maneira de verificar se uma linhagem
de E. coli produz enterotoxina, consiste em pesquisar na bactéria os
genes que codificam as toxinas LTI e STa, por meio de sondas
moleculares®”.

Como as demais infecges intestinais causadas por E. coli,
as infecgbes por ETEC também dispensam antibioticoterapia, na
maioria das vezes. Entretanto, quando houver indicagdo, o
antimicrobiano deve ser selecionado pelo antibiograma, uma vez que
ETEC podem apresentar resisténcia milltipla com relativa fregiiéncia.

A principal manifestagdo clinica provocada por EHEC ¢ a
diarréia sanguinolenta. A doenca, denominada colite hemorrégica, foi

descrita recentemente nos Estados Unidos e Canada, associada a



ingestdo de hamburgers contaminados com E. coli. EHEC produzem
duas citotoxinas, conhecidas pelas designagdes “Shiga-like toxin” [ e Il
(SLTI ¢ SLTII) ou verotoxinas 1 e II (VIT e VTII), ambas codificadas
por bacteriofagos lisogénicos. Varios estudos®*” sugerem que estas
toxinas sdo as substincias responsaveis pela hemorragia intestinal e
também pela sindrome hemolitica-urémica que, as vezes, acompanha a
colite hemorragica. EHEC aderem & mucosa do intestino delgado por
meio de fimbrias codificadas em plasmidios®®*.

A identificaciio de EHEC ¢ feita pela dosagem das toxinas
em cultura de tecidos (células Vero ou Hela) ou através de sondas
moleculares que detectam os genes que as codificam.

O tratamento para infecgdes por EHEC ndo tem sido
estabelecido. Ha controvérsia sobre o mesmo porque alguns
pesquisadores tém sugerido que a terapia com antibidtico pode
qumentar a probabilidade da sindrome hemolitica-urémica (HUS). No
entanto, esta hipotese parece ndo ter fundamento ou wma razac
plausivel. Pacientes que desenvolvem HUS devem ser clinicamente
piores do que aqueles que séo tratados com antibidticos. O maior
desafio ¢ tratar complicacdes das infecgdes por EHEC, como HUS,
onde a didlise é necessaria caso ocorra a faléncia renal. A recuperagéo
¢ usualmente completa, embora uma parcela dos pacientes possa
apresentar segiielas, incluindo falha renal crénica®.

EAEC s#o linhagens correntemente definidas como linhagens
de E.coli que ndo secretam enterotoxinas LT ou ST e que aderem as

células de cultura celular como Hep-2%.



A patogénese da infeccBio por EAEC nfo estd bem
entendida, entretanto, uma les@o histopatologica caracteristica e varios
possiveis fatores de viruléncia tém sido descritos. As linhagens de
EAEC acentuam a secrecdo de muco pela mucosa, fixando a bactéria
em um biofilme mucoso. A habilidade de EAEC em se unir a0 muco
tem sido demonstrada in vitro e em voluntarios contaminados por
EAEC, que desenvolveram uma diarréia predominantemente mucosa.
O papel do excesso da producio de muco nfo estd bem definido,
entretanto, a formacio de um biofilme denso deve ser relacionado com
a diarreagenicidade do organismo e, talvez, a sua habilidade em causar
uma colonizagio persistente™.

Evidéncias experimentais sugerem que a infecgdo por EAEC
estd acompanhada por efeitos citotdxicos na mucosa intestinal. A lesdo
foi caracterizada pela necrose hemorragica da mucosa ¢ leve resposta
mflamatoria com edema e mfiltracio mononuclear da submucosa. Esta
destruicdo mucosa tem sido demonstrada em autdpsia do ileo de
pacientes que morreram de diarréia persistente causada por EAECH,

A aderéncia deste tipo de E.coli foi observada como sendo
por meio de fimbrias, porém no se conseguiu determinar precisamente
qual o seu tipo.

Um numero crescente de estudos™ tem reportado a
associago de EAEC com diarréia em populagdes em desenvolvimento,
mais proeminentemente em associagdo com diarréria persistente (14

dias ou mais). Esta associag@io parece ser geografica. Paises como



india, Brasil, México, Venezuela, Chile, Bangladesh e Ird tém relatado
casos freqiientes de diarréia persistente.

Embora a maioria dos relatos tém citado EAEC como
causadora de diarréia endémica esporadica, outros t€ém descrito a
ocorréncia de uma epidemia associada & este tipo bacteriano. Talvez,
mais significante do que a associagdo de EAEC com diarréia
persistente seja a sua associagdo a um retardamento do crescimento em
criancas, verificado em estudos realizados no Brasil e na Australia®.

As caracteristicas clinicas da diarréia por EAEC vém sendo
melhor definidas em casos de endemia, os quais sdo descritos como
diarréia aquosa, mucoide e secretéria, mal estar com baixo grau de
febre e fezes sanguinolentas ou mucdides.

A deteccio da infecgio por EAEC & diagnosticada,
definitivamente, através do isolamento de E. coli das fezes dos
pacientes™.

EPEC, EIEC, ETEC, EHEC ¢ EAEC, raramente causam
infecches extra-intestinais. Estas infecgbes s@o causadas por linhagens
de E. coli dos sorogrupos que participam da flora normal dos
intestinos, € podem se localizar em qualquer 6rgéo ou tecido do corpo
humano. Entretanto, 3 grupos de infecgbes sdo mais fregiientes:
infecgBes urindrias, meningite e bacteremia. E. coli é a causa mais
comum de infecclo urinaria, sendo responsavel por 90 % , ou mais, das
infecgdes adquindas®s”.

O diagnéstico das infecgBes extra-intestinais ¢ feito pelo

isolamento e posterior identificagfio bioquimica da linhagem de £. coli.
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Néo ha vantagem, do ponto de vista médico, em realizar a identificacio
sorologica da amostra. O antimicrobiano a ser utilizado no tratamento
deve ser selecionado tendo-se por base néio apenas a sensibilidade do
agente etioldgico, mas também a concentragiio que atinge no local de
infecgao®"2.

Fatores de resisténcia a antimicrobianos, bacteriocinas,
fungbes metabolicas especificas, tais como enzimas envolvidas na
degradagdo de compostos xenobidticos, proteinas envolvidas na
secregdo, como fatores de patogenicidade bacteriana podem ser
codificados por elementos genéticos moveis™.

A Infecgdo do Trato Urindrio (ITU) ¢ a forma mais comum
de infecgdo extraintestinal de £ coli e esta bactéria é a causa mais
comum de ITU. E. coli ¢ o agente causal em, aproximadamente, 80%
das mfeccdes comuns do trato urinirio que se manifestam através de
trés formas clinicas : bacteriiria assintomatica, cistite e pielonefrite.

Estas infec¢des ocorrem em homens e mulheres e em diferentes idades.

E. coli isolada de pacientes com ITU muitas vezes expressam

propriedades especificas que nfio estdo presentes nas linhagens da flora
fecal comensal™,

A defesa do hospedeiro contra a ITU inchii tanto inflamacdo
local como resposta imune mediada por anticorpos a bactéria
patogénica causadora das infeccSes. Estudos histolégicos em
camundongos t€m mostrado que existe integragio destas duas
respostas protetoras durante resolugiio espontdnea de uma ITU causada

por E. coli. Células fagocitarias foram observadas na urina dentro de



uma semana apods instalagio intravesical de linhagens de E. coli
viaveis, e o infiltrado inicial consistiu primariamente de neutréfilos
polimorfonucleares  seguidos  pelo aparecimento de  células
inflamatoérias mononucleares“?. Anticorpo anti-E. coli facilita a rapida
fagocitose das bactérias pelos fagocitos®. Estudos com primatas nio
humanos tém demonstrado que niveis de anticorpos urinarios e s€ricos
para E. coli aumentam durante as primeiras duas semanas seguindo a
infecgdio por E. coli causadoras de cistite e que este aumento precede a
resolucio espontdnea da infeccdio. Estudos com animais tém
demonstrado que pitria indicativa de uma resposta inflamatoria local
ocorre primariamente em ITU“,

O papel do lipopolissacaridio (LPS) ¢ o de induzir uma
resposta inflamatoria local na bexiga e isto tem sido foco de varias
mvestigacdes recentes.

Estudos utilizando modelo animal (camundongo) de ITU
causada por E. coli tém indicado que citocinas induzidas na resposta ao
LPS bacteriano atuam potencializando a resposta inflamatoria®.

Nos anos 80, Goebel er ¢l analisaram linhagens de E. coli
uropatogénicas que eram capazes de produzir fatores de viruléncia
especificos, incluindo a-hemolisina (hly). Tornou-se obvio que 0s
genes hiy estavam localizados em grandes regibes cromossomicas do
DNA que foram denominadas de “ilhas de hemolisina™ Estudos
posteriores revelaram que genes adicionais envolvidos no
uropatogenicidade estavam localizados nestas ilhas (em geral, genes

responsaveis pela  expressdo da fimbria P), que foram,

P
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consecutivamente, renomeadas “ilhas de patogenicidade” (Pais). A
Pais pode ser definida conforme o seguinte critério - carrear genes de
viruléncia, estar presente em linhagens patogénicas e ausente ou
esporadicamente presente em linhagens menos patogénicas, apresentar
porcentagem diferente G+C da média do genoma, ocupar grandes
regides cromossbmicas (> 30 kb), representar unidades genéticas
distintas, muitas vezes flanqueadas por repeticdes diretas, estar
associada a genes de RNAt e/ou as seqiéneias de insergio, apresentar
seus codificadores de integrases, transposases, origens de replicacdo
plasmidial, o que confere estabilidade 4 sua organizaggo>*%,

As ilhas de patogenicidade sfo encontradas tanto em
bactérias Gram-negativas como nas Gram-positivas e estdo presentes
no genoma de linhagens patogénicas, mas ausentes ou raramente
presentes €m variantes ndo patogénicos das mesmas espécies
patogénicas®,

Fais de E. coli uropatogénica possuem a tendéncia em sofrer
delecdo com alta freqiiéncia, assim como soffer a ocorréncia de
duplicagdes. Estas, muitas vezes, estdo integradas a loci de RNALt, os
quais devem representar sitios alvo para a integracio destes elementos.
Sitios de ligagdo de bacteriéfagos e genes cripiticos na Pais, que sdo
homologos aos genes do fago integrado, plasmidios originados de
replicagdo ou elementos da seqiiéneia de insergio (IS), indicam que
estes elementos genéticos particulares foram capazes de se dissipar
entre as populagdes bacterianas por transferéncia genética horizontal,

um processe que contribui para a evolugdo genética®ssy.



Alguns estudos®”, indicam uma possivel correlagdo entre os
diversos fatores de viruléncia. Kuhar et a/.¢" (1998) demonstraram que
wm fator citonecrético nem sempre estda associado a produgdo de
hemolisina, por exemplo UPEC.

Do ponto de vista evolutivo, nfo somente a aquisigdo de
seqiiéncias de genes homologos, mas também a formacéo de delegdes,
representa uma maior plasticidade do genoma®.

Estudos epidemiolégicos em bactérias isoladas a partir de
ITU de humanos, identificaram associagOes entre certas caracteristicas
bacterianas e estas infecgdes. A confirmagfo da correlagdo entre estas
caracteristicas € a presenga da infecgfo, no entanto, requerem modelos
animais que nem sempre estdo disponiveis. A escolha de tal modelo
pressupde que exista, a0 menos, certa similaridade entre as c€lulas do
hospedeiro original e aquelas do modelo a ser empregado, para que
haja expressdo de pelo menos parte dos genes responsaveis pelos
FV(}B,lS,ZZ,lOfv}.

Diferentes linhagens de Escherichia coli causadoras de 1ITU
podem apresentar um ou mais tipos de FV.

A adesfio a substratos solidos é uma propriedade comumn a
muitos microrganismos patogénicos, incluindo-se entre estes, os virus e
as bactérias. Esta adesfio é considerada o primeiro passo necessario
colonizacdo das superficies mucosas do hospedeiro e precedente a
infeccdio em muitas situagdes®*>41:%:%9 No final dos anos 70%, foi
reconhecido, pela primeira vez, que linhagens de E. coli causavam ITU

e que estas linhagens tinham a capacidede de adeso a células
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uroepiteliais. Esta adesdio era afetada pela manose, adesdo
caracteristica de bactérias expressando fimbrias tipo 1, denominada
adesdo D-manose sensivel (MSHA). No entanto, também é possivel
que a adesdo ndo seja blogqueada pelo aglicar D-manose. Este tipo de
adesdo ¢ denominada adesfio D-manose resistente (MRHA). Foi
verificado que ambos os tipos de adesdes eram mediados por
fimbriag®1-3147%),

Um dos FV cruciais para a colonizagio uroepitelial da
superficie mucosa € a capacidade que estas linhagens possuem de
expressar, ¢m sua superficie, estruturas moleculares protéicas,
chamadas de adesinas ou fimbrias, que estio relacionadas a adesfio as
células do hospedeiro. Estudos epidemiologicos de adesinas em E. colj
uropatogénica tém sido, freqiientemente, baseados em testes de
hemaglutinagdo, aglutinagdo de latex ou ELISA®. Entretanto, a
expressdo das adesinas ou fimbrias pode ser influenciada pelas
condi¢des de cultivo. Desde que os operons pap e pil, requeridos para
a expressdo da adesinas P e tipo 1, respectivamente, foram clonados, a
hibridiza¢do do DNA tem se tornado um importante método para o
estudo de adesinas®,

As fimbrias sfio estruturas morfoldgica e funcionalmente
distintas dos flagelos, os quais s3o mais grossos, mais longos e,
aparentemente, mais flexiveis, sendo responsaveis pela motilidade, mas
nido por aderéncia. As fimbrias sdo compostas de subunidades

polimerizadas, repetidas em hélice, com 3 a 1/8 de subunidades por



volta™ e que ligam-se a receptores especificos existentes na superficie
das células dos hospedeiros™*™.

As fimbrias de bactérias uropatogénicas, incluindo £. coli,
sio codificadas por genes cromossoémicos € desempenham um papel de
grande importincia nos mecanismos de aderéncia®.

Fimbria tipo 1, a qual é encontrada na superficie da maioria
de linhagens de E. coli, (patogénicas ou ndo), reconhecem 0S
receptores que estdo presentes nas paredes de vasos sangiiineos e nos
eritrocitos algumas espécies animais®™.

A adesdo mediada pelas fimbrias tipo 1 ¢ bloqueada por D-
manose ou o-metil manose e por concanavalina A, mas nao por
solugdes de outros monossacaridios ou seus derivados, indicando que 0
receptor para fimbrias tipo 1 €, provavelmente, uma estrutura alongada,
ja que manosidios com um grupo aromatico ligado 4 posi¢io alfa,
trissacaridios e oligossacaridios ramificados, que contém « 1-3
manosideo ligado, siio melhores inibidores de adesdo de fimbria tipo 1
do que sfo as unidades de D-manose ou o-metil manose somente.
Nitrofeno!l e seus derivados inibem a adesfo de fimbria tipo 1 ao
epitélio celular mas ndo a hemaglutinacdo de eritrocitos de cobaia ou
humanos, sugerindo que o receptor para fimbria tipo 1 no epitelio
celular, mas ndo o de eritrocitos, possua um componente hidrofobico
importante“*"™.

Receptores para fimbrias tipo 1 estao presentes em
eritrocitos de muitas espécies. No homem, 2 bactéria com fimbria tipo

1 adere as células epiteliais bucais, células intestinais e células
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vaginais, sugerindo um possivel papel das fimbrias tipo 1 em E.coli, na
sua colonizacfio bucal, intestinal & vaginal®*,

Receptores para fimbrias tipo 1 estdo presentes nas paredes
dos vasos sangiiineos e nas camadas musculares, mas ndo no epitélio
da bexiga humana. Bactérias que expressam fimbrias tipo 1 unem-se 30
epitélio uretral e as linhagens celulares de rim humanos, de macacos,
de ratos e de porcos,

Este tipo de fimbria promove a adesdo € a fagocitose por
leucoeitos  polimorfonucleares humanos, anticorpos antifimbriais e
solugdes de manose sendo que o-metil-manosideo bloqueiam estas
interagdes. Quando presente em bactérias ndo opsonizadas ou
hidrofilicas, estas fimbrias tém um papel mais importante na adesfio a
fagocitos, liberagdo de granulos e fagocitose do que quando elas estiio
presentes em organismos opsonizados ou hidrofébicos®+7s12,

Como outros tipos de fimbrias de £. coli, as fimbrias tipo 1
sdo codificadas por um grupo de genes que incluem genes para a
subnunidade estrutural, uma adesina, varias proteinas acessdrias e
proteinas reguladoras. A adesina (pilE-FimH) e a subunidade estrutural
(pilA-FimA) podem ser expressas independentemente uma da outra. A
adesina esta localizada na extremidade da fimbria e continua ao longo
do eixo da fimbria. A subunidade FimH reconhece a porgdo da D-
manose localizada terminalmente na unifio celular ¢ secreta
glicoproteinas. Isto também foi demonstrado para a unifio manose
sensivel a epitopos peptidicos ndio glicosados. InteracBes com tais

receptores permitem a bactéria fimbriada tipo 1 se ligar a uma série de



células, incluindo eritrécitos, células epiteliais, granuldcitos e
macrofagos”?.

As fimbrias tipo 1 s3o hidrofébicas possuindo,
predominantemente, amino-acidos apolares. S30 expressas por cepas
fecais e urinarias em propor¢des similares, ocorrendo em cerca de 71%
dos isolados de pacientes com cistite e em cerca de 58% dos isolados
de pacientes com bacteritiria assintomatica®”. Perugini e Vidotto
(1996)"> encontraram em seus estudos a fregiiéncia de 100 % nos
casos de pielonefrite e 87,5 % mnos casos de cistite para este tipo de
fimbria. E, segundo os relatos de Leathart e Gally (1998)*, 80% das
E. coli uropatogénicas expressam a fimbria tipo 1.

A aderéncia mediada por este tipo de fimbria tem sido
indicada como sendo a responsavel pela indugdo de inflamacéo.
Estudos iz vitro t€m demonstrado que bactéria fimbriada do tipo 1 se
une aos fagocitos e induzem a proliferacdo e diferenciagio de células
humanas B, assim como a degranulagio de mastdcitos e liberagio de
histamina no camundongo. Connell ef al. (1996)*” demonstraram que a
E.coli estimula as células urindrias do tratc epitelial a secretar
interleucina 8 ¢ interleucina 6. Linhagens com fimbrias tipo 1
mduziram a secrecdo de niveis mais altos de interleucina 8§ e
interleucina 6 do que isdégenos nio fimbriados. Portanto, tal fimbria
deve contribuir para aumentar a resposta inflamat6ria em pacientes
mfectados com E.coli positiva para fimbria tipo 10975192,

Pesquisas recentes t€ém demostrado que a fimbria tipo 1 &

expressa por mais de 90% de E. coli uropatogénicas”™.
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Embora a fimbria tipo 1 seja capaz de reconhecer varios
receptores como fibronectina, laminima, moléculas de adesio de
leucdeitos CD 11 e CD 18 e uromodulina (35-39), estes ndo estiio
presentes no tecido uroepitelial e, portanto, ndo servem como
receptores de fimbria neste tecido. Entretanto, a uromodulina, uma
proteina manosilada derivada do rim, presente em uma concentragio
extraordinariamente alta na urina (20 a 30 mg/L), deve ter um papel
defensivo. Ela pode saturar todos os sitios de unido de manose da
fimbria tipo 1, blogueando poﬁencialmente a umifo bacteriana ao
uroepitélio. Outro mecanismo de defesa que possivelmente bloqueie
esta unido envolve a camada mucosa que recobre a superficie
uroepitelial. Foi demonstrado em modelos animais que £ coli
fimbriada com tipo 1 ndo pode se unir & superficie normal da bexiga
que esta coberta por uma camada intacta de muco®™. O dano a esta
camada mucosa permite que a bactéria tenha acesso aos receptores do
uroepitélio subjacente, propiciando a aderéncia. Defeitos nestes
mecanismos de defesa, que acarretam os efeitos combinados da
uromodulina solavel e do muco uroepitelial, devem conduzir a
aderéncia de E. coli, via interagdo do receptor FimH a superficie
uroepiteligl®®®,

Linhagens de E. coli, causadoras de ITU podem apresentar
em sua superficie outros tipos de fimbrias, além da tipo 1.

A fimbria denominada P (por aglutinar hemacias humanas
obtidas a partir de individuos do grupo sangiiineo P) ¢ uma fimbria
MRHA constituida de uma subunidade maior (PapA), de 19,5 kDa e de



trés subunidades menores (PapE, PapF, Pap(), com 16,5 kDa, 15 kDa,
17,5 kDDa, respectivamente® 4,

O grupo P de antigenos sangiiineos s3o uma familia de
oligossacaridios contendo uma parte terminal ou interna Galo(l1-4)
Galp(Gal-Gal) que estd presente em certas células de mamiferos,
primariamente como componente carboidrato de glicosfingolipidios™.
Varios estudos™® confirmam que glicolipidios que contém a porgdo
Gal-Gal sdo receptores para adesdo de linhagens de E. coli ¢ que esta
por¢do € o maior determinante desta unifio. Células uroepiteliais de
homens e mulheres t&ém um receptor de densidade similar para
linhagens com fimbria P, como células uroepiteliais escamosas ¢ de
transigao™.

A fimbria P parece ser a mais comumente encontrada em
linhagens de E. coli isoladas a partir de casos de ITU", sendo
expressa por, aproximadamente, 70% das linhagens causadoras de
pielonefrite em humanos, tanto em criangas como em adultos. Segundo
Ringen®, este tipo de fimbria € encontrada em 80%, 30% e 20% das
linhagens de pacientes com pielonefrite, cistite e bacteriuria
assintomatica, respectivamente. As fimbrnias P sfo encontradas somente
em 30% das linhagens 1soladas de pacientes com pielonefrite associada
a pacientes imunocomprometidos, com refluxo vesico-uretral,
anormalidades anatémicas do trato urindrio ou que tenham sofrido
procedimentos invasivos recentes do trato urinario®.

O grande numero de receptores para fimbria P no tecido

renal de humanos, com pielonefrite aguda sugere que esta fimbria €

5%



necessaria para colonizacfio e invasio do trato urindrio superior. No
entanto, a propor¢do de linhagens de £. coli que expressam fimbrias P
¢ similar enfre o trato urinario superior ¢ o inferior, dentro de cada
categoria clinica®.

Kuhar e al. (1998)%» estudaram linhagens de E. coli de
pacientes com e sem infeccSes intestinais. Uma alta porcentagem
destas linhagens que expressavam fimbria P foi encontrada com umsa
também alta porcentagem de linhagens isoladas de infeccdes
mtestinais. Uma correlagdo foi observada entre colicinogenicidade e
producéo de fimbria P*,

Estudos realizados®® por Vranes, concluiram que as
linhagens de E. coli que expressaram este tipo de fimbria apresentaram
uma ades8o significativamente superior em células animais cultivadas
n vitro.

Soderhall ef al. (1997)%" tentaram induzir uma protegdo
imune em primatas, que nfo haviam tido infeccdo uringria, simulando
uma infecgdo com linhagens P fimbriadas. Concluiram que nio era
possivel induzir esta protecdo uma vez que ocorria a mutagénese destas
linhagens®®.

Muitos isolados urindrios, que apresentam MRHA na
auséncia de fimbrias P, hibridizam com sondas especificas de DNA
para genes que expressam adesinas nio fimbriadas. Esta familia de
adesmas (Dr, por reconhecer hemicias do grupo sangiiineo Dr) inclui a
adesina 075X, a adesina afimbrial 1 (AFA I) e adesinas AFATIL todas

ja identificadas nas linhagens urinarias™. As adesinas da familia Dr



estio associadas a £. coli patogénica causadora de infecgdo no trato
urinario € diarréia. Tais adesinas tém identidade genética comum e
reconhecem epitopos receptores distintos do fator de dimunuicdo de
aceleracdo (DAF), um fosfotidilinositol ligado a uma glicoproteina de
membrana envolvida na regulagdo da cascata do Complemento que
contém o grupo humano do antigeno sangiiineo Dr*. Linhagens com
adesinas Dr especificas aglutinam eritrocitos humanos Dr positivos mas
falham para aglutinar eritrécitos Dr negativos que tém necessidade de
DAF. A designacio da adesinas Dr ¢ baseada neste antigeno do grupo
sangiiinec especifico. Estas adesinas so estruturalmente distintas das
outras adesinas de E. coli, ja que parecem com uma malha fina
enrolada ou como uma camada filamentosa capsular na superficie
celular, ndo sendo, muitas vezes, visiveis por microscopia
eletrbnica® &*++47,

Diferentes linhagens de E. coli que expressam adesinas Dr
parecemn reconhecer diferentes porgbes do antigeno Dr, indicando
haver uma variedade de fimbrias Dr“v®. Hemaglutininas Dr unem-se a
numerosos sitios dentro do trato urinario, incluindo o intersticio renal,
capsula de Bowman, membrana tubular, células epiteliais transitorias
uretrais e células epiteliais exfoliadas na urina. O receptor DAF da
adesina Dr esta também presente na superficie de leucécitos humanos
polimorfonucleares (PMN}“.

A adesina Dr medeia a aderéncia e aglutinagdo dos PMN e
ndo ¢ antagonizada por inibidores de outras adesinas tais como

fimbrias tipo 1 e fimbria P nfo sendo, também, afetada pela auséncia
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de receptores PMN para fimbria tipo 1. Em contraste, a aderéncia a
PMN mediada por hemaglutinina Dr foi especificamente antagonizada
pelo cloranfenicol. Estas observagdes sugerem que o receptor no PMN
para a hemaglutinina Dr e, por extensio ao restante da familia Dr, é
bioguimicamente similar ac receptor para estas adesinas no eritrocito.
Esta conclusio € consistente com a hipotese que DAF, que esta
presente nos PMN e ¢ o receptor da adesina Dr nos eritrcitos e nos
tecidos humanos, ¢ o receptor da adesina Dr nos PMN. Tal fato ndo
resulta em crescimento significativo do poder de patogenicidade
bacteriano, mas sugere que o impedimento de aderéncia aos fagécitos
néo deve fornecer uma vantagem de sobrevivéncia ‘a fase variante de
adesina Dr negativa. O numero de organismos unidos por PMN varia
dramaticamente dependendo da adesina recombinante expressada® .

Os operons dos diferentes tipos de adesinas da familia Dr
estio organizados similarmente. Estes operons sio constituidos por
cinco genes proximos, sendo um deles o gene para a hemaglutinina
estrutural@314azien,

Em contraste com a fimbria P, hemaglutininas da familia Dr
estdo associadas a casos de cistite®?,

Fimbrias S e FI1C estfo intimamente relacionadas a algumas
cepas urinarias. A fimbria S, assim chamada porque se liga a residuos
terminais especificos sialil-galactosideo, medeia o tipo X de MRHA de
eritrocitos humanos, uma propriedade que pode ser explorada para
separar células bacterianas produtoras de fimbria S das outras nio

produtoras. A expressic da fimbria S exibe variago de fase.



Receptores para esta fimbria sfo encontrados nas células epiteliais dos
tibulos proximal e distal, ductos coletores e glomérulos, no intersticio
renal ¢ no endotélic vascular renal. Em humanos, linhagens que
expressam fimbrias S estio mais relacionadas com meningite ¢
bacteremia do gue com [TU®.

Fimbrias F1C nic medeiam hemaglutinagdo ou aderéncia
epitelial urocelular, mas podem ligar-se as células epiteliais bucais e a
alguns tecidos renais, embora com um receptor (ndo manose sensivel)
especifico desconhecido™.

Os genes codificadores das fimbrias S ¢ F1C apresentam-se
estruturados em uma regifo comum, com uma subunidade estrutural da
adesina, e varias proteinas acessorias presentes no cromossomo. A
adesina esta localizada na extremidade da fimbria S ¢, como fimbnias P
e tipo 1, tem uma seqiiéncia de amino4cidos diferente da subunidade
estrutural .

As fimbrias M e G pertencem ac grupo X. A adesina M une-
se especificamente a uma seqiéncia terminal do amino-acido do
antigeno do grupo sangiiineo M, encontrado na glicoforina A“®.

A fimbria G une-se a uma N-acetilglicosamida, aglutinando
eritrécitos apos tratamento com endo-a-galactamase para exposiglo de
residuos GlcNAc internos™.

Qutros fatores de viruléncia potenciais que podem ser
encontrados em E.coli obtidas a partir de infecg8o do trato urinério sdo

aerobactina, hemolisina, polissacaridio capsular e resisténcia sérica“.
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Certas linhagens de £ coli sio capazes de elaborarem
fatores t6xicos que podem causar multinucleagdo e aumento de tecidos
de cultura e necrose em pele de ratos®. Um destes fatores foi descrito
primeiramente em 1983 e recebeu a denominacdo de Fator Citotéxico
Necrozante (CNF). A produgdo do CNF foi reconhecida em linhagens
de E.coli que produziam diarréia, infeccio urinaria e bacteremia em
humanos. O papel do CNF na patogénese de infecgdes por E. coli ndo
esta definido, mas as propriedades necrética e letal in vivo e a
habilidade em alterar o citoesqueleto das células de cultura celular i
vitro sugerem que este fator realmente seja de viruléncia®,

O ferro ¢ um composto essencial & sobrevivénicia de todo
organismo vivo. Por isso, os microrganismos apresentam sistemas
chamados de siderdforos, que sfo capazes de obter o ferro presente na
célula do hospedeiro para a sua sobrevivéncia®,

Acrobactina ¢ um sider6foro e é uma pequena molécula
formada da ligacdo de duas moléculas de lisina ¢ uma de citrato.
Linhagens com o sistema produtor de aerobactina tém um crescimento
melthor em condigdes de baixas concentragdes de ferro, incluindo soro
e urina diluida. E. coli pode usar, mas ndo sintetizar ferro, e nio pode
transportar citrato suficiente para suportar crescimento em baixas
condi¢des de ferro na auséncia de outros sideréforos. Outro tipo de
quelante de ferro existente em E. coli é o denominado enterobactina.
Em pH neutro, porém, esta substéncia possui uma afinidade por ferro

menor do que aquela apresentada pela aerobactina®.



A aercbactina € codificada por um operon constituido por
cinco genes, dos quais quatro genes codificam as enzimas necessarias &
sintese de aerobactina € o quinto gene codifica um receptor protéico de
membrana externa. A produgdo de aerobactina ¢ regulada pela
concentragdo de ferro intracelular, através do produto do gene fur. Em
baixas concentragdes de ferro, o repressor de fur € liberado da regido
promotora fazendo com que ocorra a transcrigdo do mesmo™”.

Os genes para a sintese de aerobactina sdo encontrados tanto
em plasmidios como no cromossoma bacteriano, com a localizagdo
cromossOmica sendo a predominante entre os isolados clinicos
humanos. A associa¢o de expressio de aerobactina e fimbnia P ¢
comumente encontrada entre aquelas linhagens isoladas de pacientes
apresentando ITU e urosepsia, embora linhagens obtidas a partir de
pacientes apresentando apenas urosepsia expressem  apenas
aerobactina. Parece haver, também, uma associacio na expressdo de
aerobactina ¢ hemolisina“.

O sistema aerobactina ¢ mais comum entre linhagens de
E. coli isoladas de pacientes com pielonefrite, cistite ou bacteremia,
evidéncias estas que sugerem a contribuigdo da aerobactina para a
viruléncia dentro e fora do trato unnério®.

Linhagens hemoliticas s3o, normalmente, mais virulentas que
as ndo hemoliticas porque a hemolisina libera ferro do hospedeiro
através da ruptura dos eritrocitos € outros tipos de células®,

Vaisanen-Rhen ef al. (1981)* e Cavalier e Snyder (1982)*

correlataram a produgfio de hemolisina com a patogenicidade de

i
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linhagens uropatogénicas de £. coli. Mendonga ef al. ® no entanto,
concluiram que esta caracteristica nio & essencial para a
patogenicidade®s,

A toxina citolitica protéica secretada pela maioria das células
hemoliticas de £. coli, é conhecida como a-hemolisina. A a-hemolisina
destroi eritrocitos de todos os mamiferos®. A substancia presente no
sobrenadante de culturas ¢ composta quase que totalmente por
proteina, com alguma evidéncia da existéncia de um fosfolipidio ou de
um componente lipolissacaridico.

Para exercer seu efeito, as moléculas de hemolisina inserem-
se no lipidio da membrana, produzindo canais de calcio seletivos de
ampla condutincia, com didmetro de 2 nm e que aumentam a
permeabilidade das membranas dos eritrocitos ao calcio, potdssio,
manitol e sacarose“.

Em adi¢fo a lise de eritrécitos, a hemolisina é toxica a uma
variedade de células do hospedeiro, o que, provavelmente, contribui
para a ocorréncia da inflamagdo, injuria tecidual e diminnicio das
defesas do hospedeiro.

A produgdo de hemolisina é codificada por quatro genes do
operon denominado Aly, o qual estd localizado no cromossomo de
isolados de £. coli de humanos, em contraste a localizagio plasmidial
que € comum as cepas encontradas em animais. A proteina HlyA
(110kDa) ¢ a unica entre as toxinas de E. coli que é secretada através

da membrana sem lise celular e sem clivagem do peptidio“,



Todas as linhagens de E. coli causadoras de ITU hemoliticas
ou causadoras de urosepsia apresentam hibridizagdo com uma sonda
molecular constituida por fragmentos de DNA contendo genes
produtores de hemolisina, obtidos a partir de uma linhagem isolada de
paciente com pielonefrite. Linhagens uropatogénicas hemoliticas quase
sempre expressam também MRHA ou fimbrias P. A produgio de
hemolisina estd associada a adesfio celular epitelial e & resisténcia
sérica, mas ndo a producio de acrobactina ou AFA®.

Vénas evidéncias sugei"em que a hemolisina seja expressa in
vivo, possivelmente durante ITU aguda. Titulos de anticorpos anti-
hemolisina, que sdo altos em pacientes com ITU humana, sdo
proporcionais 4 severidade da sindrome clinica. Na ITU humana, a
produgiio de hemolisina ¢ mais comum entre linhagens obtidas de
pacientes com pielonefrite, seguida por aquelas isoladas de pacientes
com cistite. Tal producdoc é mais prevalente em episodios de ITU
localizados no trato urinario superior.

Assim, ¢ possivel que a fun¢fio de viruléncia da hemolisina
seja muitifatorial, incluindo a liberagdo de ferro dos eritrocitos,
interrupgdo da fagocitose e toxicidade direta aos tecidos do
hospedeiro™.

Polissacaridios capsulares (antigeno K) sfo polimeros
lineares de repetidas subunidades de carboidrato que, algumas vezes,
também, podem incluir amino-dcido ou um componente lipidico,
interferindo na detecgdo do antigeno O e protegendo a célula dos

mecanismos de defesa do hospedeiro. As cipsulas da maioria das
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linhagens de E. coli patogénicas extraintestinais sdo finas, acidas,
termoestaveis ¢ altamente anibnicas, caracteristicas estas que
identificam polissacaridios do grupo II. Este grupo, que agrega-se
espontaneamente por causa de um grupo fosfatidico na extremidade da
molécula, inclui os polissacarridios K1, K2, K5, K6, K12, K13, K14,
K15, K20, K23, K51, K52 ¢ K 54. O KI ¢ um homopolimero de
unidades de acido sidlico.

Com raras excessDes, cepas K1 positivas siio menos
fagocitadas que as ndo capsuladas ou K1 negativas. O grau de bloqueio
da fagocitose ¢ proporcional a quantidade de polissacaridio. A
fagocitose de cepas com cépsula KI aumenta apés a exposicdo a
anticorpos anti-K1 ou pela quebra capsular por calor. A carga negativa
¢ a hidrofobicidade do polissacaridio K1 sdo intrinsicamente
antifagocitarios. Eritrocitos recobertos com capsulas polissacaridicas
sdo fracamente lisados pelo complemento, mesmo na presenca de
anticorpos anticapsulares®>.

| ~ Este grupo capsular ¢ codificado por um grupo de genes
localizado proximo ao locus ser4 no cromossomo de £. coli. Um grupo
de genes ¢ responsavel pela sintese e polimerizagdo de subunidades,
outro responsavel pela modificagdo  pos-polimerizacio  do
polissacaridic e transporte através da membrana citoplasmatica; um
terceiro € responsavel pela translocacio através da membrana externa 3
superficie celular. Como esperado, as regides que codificam a sintese
de subunidades sdo especificas para os diferentes polissacaridios do

tipo K pertencentes ao grupo II. Em contraste, regides de phs-



polimerizagéo ¢ translocagfo de diferentes tipos de polissacarridio K
sdo proximamente relacionados.

Polissacaridios capsulares de cepas de E. coli sdo fracamente
imunogénicos em animais e humanos. O polissacaridic K1 ¢,
particularmente, ndo imunogénico, produzindo uma resposta
imunolégica quase imensuravel na maioria dos animais ¢ somente em
12% dos seres humanos acometidos por piclonefrite, devido a
linhagens produtoras de polissacaridio K1%.

Entre os isolados de pacientes com pielonefrite, pode ocorrer
associacdo da expressdo de polissacaridio K1 com fimbrias P. A
capsula K1 é o tipo capsular mais comumente encontrado entre
linhagens fecais e urinarias. A prevaléncia das linhagens fecais aumenta
com a idade. A associagdo melhor conhecida do polissacaridio K1 em
doencas humanas é com a meningite neonatal, na qual 79% dos
isolados de E. coli s3o positivos para o antigeno K1. Em geral,
linhagens produtoras do polissacaridio K1 sfio mais comuns em
pacientes com pielonefrite do que em pacientes com outras ITU ouna
flora fecal normal®.

A resisténcia sérica € considerada um fator de viruléncia
presente nas linhagens de E. coli. Segundo Taylor®, bactérias sdo
mortas por soro humano normal através da atividade litica do sistema
complemento. A via alternativa ¢ ativada pela bactéria na auséncia de
anticorpos especificos e tem papel mais importante na morte sérica
nesta via do que na via classica. O lipidic A pode ativar a via classica

na auséncia de anticorpo, mas a sua localizagfc dentro da membrana
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externa provavelmente torna-o inacessivel aos componentes do
complemento na bactéria intacta.

Em geral, col6nias lisas, que expressam LPS de maneira
mtegral em sua superficie, sic mais soro-resistentes que as rugosas,
que expressam LPS parcialmente em sua superficie ou ndo o
expressam, € 0 grau de resisténcia sérica € proporcional a quantidade
de lipolissacaridios presente nas coldnias. Colénias soro-resistentes
com abundincia de polissacaridios O parecem ativar e consumir
complemento em um grau mmaior. Na maioria dos isolados de
pielonefrite e cistite, hd uma soro-resisténcia comum, tanto para
aquelas linhagens isoladas do trato urinério inferior como para aquelas
do trato superior™,

Embora a associagdo de FVs com ITU seja vista usualmente
da perspectiva de cada FV individual com o isolado, ¢ claro que
linhagens urinarias, comumente, expressam multiplos fatores

simultaneamente. Em algumas linhagens, esta multipla expressio &

_devida a presenga de um bloco genético ligado a determinantes para

diferentes FVs. Tal expressdo multipla dos FVs é mais comum nos
isolados de ITU do que nos fecais e periuretrais e, ainda, entre os
pacientes com pielonefrite ¢ isolados do trato urindrio superior, que
pacientes com cistite e isolados do trato urindrio inferior. Nos casos
onde os multiplos FVs sfio expressos, as condi¢tes do hospedeiro tem
um papel importante. Esta observagfio sugere que os FVs funcionam
por somatomna ou sinergisticamente para vencer as defesas normais do

hospedeiro, tornando tais linhagens mais virulentas e mais patogenas™.



O crescimento de colbnias em meio minimo ¢ mais comum
entre as linhagens isoladas do trato urinario inferior que aquelas do
superior. A capacidade de motilidade ou a presenga de antigeno
flagelar ndio €, ainda, um fator de viruléncia bem determinado.

Algumas linhagens hemoliticas produzem um fator citotoxico
necrosante que causa dermonecrose ¢ formacio de células gigantes
multinucleadas em animais. A produgio deste fator € mais prevalente
entre os isolados clinicos do que entre as linhagens fecais ¢ € limitada

as cepas que também produzem o-hemolisina®™.
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4. Material e Métodos
4. 1. Linhagens Bacterianas

As treze linhagens bacterianas foram recebidas do
Laboratdrio de Patologia Clinica da Faculdade de Ciéncias Médicas da
UNICAMP e tiveram a sua confirma¢do bioquimica realizada como
descrito a seguir : foram cultivadas em tubo contendo 3,0 mL de meio
LB, o qual foi incubado por 12-18 horas a 37° C. O crescimento
bacteriano foi semeado por esgotamento em placas de agar
MacConkey®# o= ¢ o5 mesmos incubados por 12-18 horas a 37° C.

Para cada cultura, uma col6nia foi transferida para tubos
contendo meios LB®, Citrato®, EPM® ¢ Mili®® para confirmagfio das
caracteristicas bioquimicas e identificagio, além da confecgdo do teste
da coloragdo de Gram.

Apds a confirmacdio destas caracteristicas, um crescimento
hacteriano em meio LB foi inoculado em tubos contendo meio LA®,
semi-solido, para manutencio das linhagens de £. coli em temperatura
ambiente. A mesma cultura em meio LB foi adicionado glicerol para

uma concentracio final de 15 % e esta mantida a - 70° C.
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4. 2. Linhagens padrio utilizadas neste trabalho

linhagem caracteristica origem

V517 plasmidios de pesos moleculares 32 MD; CVD
5.19 MD;, 3.48 MD; 3.30 MD; 2.24 MD;
1.69 MD; 1.51 MD; 1.25 MD.

p307 plasmidio de peso molecular 54 MD CVD
pR1 plasmidio de peso molecular 62 MD CVD
pR40a plasmidio de pesc molecular 96 MD CVD
pRA1 plasmidio de peso molecular 86 MD CVD
E. coli AL adesdo localizada DMI
E. coli AD adesdo difusa DMI
E. coli EA adesdo enteroagregaiva DMI
S. flexnerii

(LG 1522) controle de siderdforo | DM
S. aureus controle de aerobactina FT
E. coli (C3) controle de vermelho de Congo UFV

CVD- Center for Vaccine Development,

DMI- Departamento de Microbiologia e Imunologia-Instituito de Biologia-
UNICAMP.

FT- Fundacio Tropical André Tosello.

UFV- Universidade Federal de Vigosa (MG).



4. 3. Determinacg3o do nivel de resisténcia a drogas anfimicrobianas

Para a determinagdo do nivel de resisténcia a drogas
antimicrobianas (Ampicilina-Ap, Cloranfenicol-Cm, Canamicina-Km,
Estreptomicina-Sm, Tetraciclina-Tc e Acido Nalidixico-Nal), as
linhagens bacterianas foram inoculadas com auxilio de uma multi-alga,
a partir de um pré-inoéculo em 3.0 mL de meio LB inoculado a 37° C
por 12-18 horas, em placas de Petri contendo 20 mL de meio LA
contendo diferentes concentragdes dos antibidticos.

As concentragdes antimicrobianas ensaiadas foram : 0, 10,
20, 50, 100, 200, 500 pug/ml. As placas foram cultivadas a 37° C por
18 horas e os resultados avaliados. Considerou-se o nivel de resisténcia
de uma determinada linhagem bacteriana como sendo aquela
concentracdo em que a referida amostra ainda apresentou crescimento,
quando comparada a mesma linhagem crescida na auséncia do

antimicrobiano.
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4. 4. Extracdo de DNA plasmidial

O meétodo utilizado para extracio de DNA plasmudial foi
baseado na técnica de lise alcalina de Birboin & Doli (1979), com
modificacdes®.

As linhagens bacterianas foram inoculadas em 3,0 mL de
meio LB e incubadas a 37° C por 12-15 horas. 1,0 mL do crescimento
bacteriano foi transferido para tubo “Eppendorff e centrifugado a
12.000 rpm por 2 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento ressuspendido em 100 pL de solugio T (4.4.1.1) gelada. Este
tubo foi mantido em banho de gelo por 5 minutos, sendo a seguir,
adicionados 200 uL de solugdo II (4.4.1.2). O contetdo do tubo foi
misturado por inversdo suave e vagarosa. Apos o tubo ter sido mantido
em banho de gelo por ndo mais que 5 minutos, 150 pl da solugdo III
(4.4.1.3) foram acrescentados ao conteido do mesmo e entio,
novamente, invertidos suavemente e mantidos em banho de gelo por 15
minutos. A suspensdo foi centrifugada a 12.000 rpm por 6 minutos e
400 uL do sobrenadante transferidos para outro tubo “Eppendorff”. A
este volume, adicionou-se 1,0 mL de etanol PA gelado (-20° C), sendo
o tubo invertido vérias vezes para a mistura das solucdes. Apés este
procedimento, o tubo foi mantido a - 20° C por, pelo menos, 30
minutos.

O DNA plasmidial foi precipitado por centrifugacdo a

12000 mm por 6 mnutos, seco a temperatura ambiente e
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ressuspendido com 50 upl. de tampidoc TE ®. O DNA foi mantido a
- 20° C até o momento de uso.

Para uso, aliquotas da suspensdo de DNA plasmidial em
volummes de 15 ul foram transferidas para tubos “Eppendorff”
contendo 5 ul. de tampédo de ressupensio (4.4.14) 6X,
homogeneizadas com o auxilio de uma micropipeta e, entfo, aplicadas

em canaletas de géis de agarose.

4. 4. 1. Solucoes Utilizadas na Técnica

4.4.1.1. Solugédo 1: 50 mM Glicose
25 mM Tris- HCI (pH 8,0)
10 mM EDTA

4.4.1.2. Soluggo I1 : 0,2 N NaOH
1 % SDS

4.4.1.3. Solugdo III : 5M acetato de potassio (60 mL)
acido acético glacial (11,5 mL)
agua destilada (28,5 mL)

4. 4 1.4 Tampido de ressuspensfio {6X) : solugfo de sacarose a 50 %

na qual adicionaram-se azul de bromofenol e xileno cianol,

na concentragdo de 0,25 %.
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4. 5. Eletroforese de DNA plasmidial em gel de agarose

O DNA plasmidial foi verificado através do sistema de
eletroforese horizontal submerso. A concentracdo do gel utilizada foi
de 0,7 %. A agarose foi fundida em tampio TEB® 1X, resfriada e
vertida em uma cuba contendo sobre a mesma um pente de acrilico
para a formagéo das canaletas.

Apbs o endurecimento, o gel foi transferido para cuba de
eletroforese horizontal submarina contendo tampiio TEB 1X e as
amostras de DNA plasmidial aplicadas nas canaletas. Como pré-
corrida, aplicou-se incialmente uma corrente elétrica de 10 a 15 mA,
até que todo o corante azul penetrasse no gel. Apds este procedimento,
a voltagem foi aumentada para 100 V até que o marcador azul
alcangasse a extremidade oposta do gel.

o . Apos o término da corrida, o gel foi transferido para cuba
contendo solugdo de brometo de etidio (2,5 ug/mL) e o DNA foi
visualizado sob luz violeta.

Para registro dos resultados, os géis foram fotografados com
filme preto e branco Kodak (ISO 100) ou Fuji com auxilio de um filtro

vermelho ou filme Polaroid.



4. 6. Teste de adesfo em células Hela

4. 6. 1. Crescimentro das linhagens bacterianas

As linhagens bacterianas foram inoculadas em 5,0 mL de
meio Tryptic Soy Broth (TSB) (PHeo Laboratories) ¢ "5 seouir, incubadas sem
agitacio a 37° C por 12-18 horas. Uma aliquota de 1,0 mL do
crescimento bacteriano foi transferide para um tubo “Eppendorff”, o
qual foi centrifugado a 12.000 rpm por 5 minutos € o precipitado
ressuspendidc em PBS®™ pH 74 e novamente centrifugado.
Finalmente, o precipitado foi ressuspendido em 1,0 mL de PBS pH 7.4

contendo D-manose 0,5 % para a realizacéo do teste.

4. 6. 2. Cultivo de células Hel.a

As células Hela®eto-Micobiologia e Imunologia, 1B., Unicamp) foram
mantidas em garrafas de cultura(©mine Costar Comomion 188 com meio
Eagle™™™ suplementado com 10 % de soro fetal bovino (SFB) e 1 %
de solucdo de antibidticos (1 % estreptomicina e 0,6 % penicilina) as
quais foram incubadas a 37° C por 72 horas. Apés a formagdo da
monocamada celular, 0 meio de Eagle foi removido e as células
lavadas com 5,0 mL de PBS pH 7.4. A seguir, as células foram
tripsinizadas e diluidas para uma concentragdo de aproximadamente

1x105 células/mL com meio Eagle suplementado com SFB.
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Aliquotas de 1,0 mlL da suspensio de células foram
transferidas para placas de 24 orificios, de fundo chato(S&stedt Inc., USA)
contendo laminula de 10x7 mm esterilizadas, sendo as mesmas
incubadas a 37° C em atmosfera de CO2 por 24 horas. O
acompanhamento do crescimento das monocamadas foi feito com o

auxilio de microscopio dptico invertido nos tempos de 24 e 48 horas.

4. 6. 3. Teste de adesdo

O teste de adesdo em células HeLa seguiram a metodologia
descrita por Scaletsky et al. (1984).

Para a realizacdo do teste de adesdio, o meio de cultura das
placas com 24 orificios, de fundo chato®™s'*d 1% USA) g7 descartado, as
células lavadas com 1,0 mL de PBS pH 7,4 e a seguir 1,0 mL de meio
Eagle suplementado com 10 % de SFB foi acrescentado a estas placas.
Um volume de 50 pl. da suspensfio bacteriana foi adicionado aos
orificios das placas, as quais foram incubadas a 37° C por 30 minutos
(periodo de infecgdo). Apds esse periodo, o meio de cultura foi
descartado ¢ as células lavadas 6 vezes com 1.0 mL de PBS pH 7.4.
Em seguida, colocaram-se novamente as placas a 37° C com 1,0 mL de
meio Eagle em cada orificio, por 3 e 6 horas.

Apés estes periodos de tempo, o meio de cultura foi
descartado, as laminulas lavadas 3 vezes com 1,0 mL de PRS pH 7.4 ¢
as Jaminulas fixadas com metanol durante 30 minutos, sendo as
mesmas, a seguir, coradas com corante May Grilnwald a 2,5 %, diluido

em tampdo Sorensen na proporgdo de 1:2, por 5 minutos.



Apods a coloracio com ¢ corante May Griinwald, adicionou-
se 0 corante Giemsa a 1%, diluido em tampfio Sérensen na proporgdo
de 1:5, por 10 minutos. As laminulas foram lavadas varias vezes com
PBS pH 7.4 e montadas com balsamo do canada sobre l4mina de
microscopia optica.

A adesfo bacteriana nas células HeLa for visualizada em
microscopia Optica comum sob aumento de 400x e 1000x e fotografada
com filme Kodak (ISO 100) em fotomicroscopio com filtro azul. O
filme e as fotografias em papel F3%°®) foram processados segundo as

instrugGes do fabricante.

4. 6. 4. Teste de invasdo

O procedimento para este teste foi semelhante ao teste de
adesio até o momento de inocular o crescimento bacteriano nas
piacas@mmﬂ. Foram testadas as hnhagens bacterianas que continuaram
apresentando adesfio positiva no teste de adesdo de 6 horas na

presenga e/ou na auséncia de D-manose®.

Para o teste de invasdo, 100ul da suspensdo bacteriana
foram adicionados aos orificios das placas, as quais foram incubadas a
37°C por 90 minutos.

Apo6s este periodo, o meio de cultura foi descartado, as
células lavadas 10 vezes com 1,0 mL de solugdo de PBS pH 74
adicionada com antibidticos (para 500 mL de PBS foram colocados

100 mg de canamicina ¢ 100 mg de cloranfenicol).

e )
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As placas, entdo, receberam novamente meioc de Eagle,
porém desta vez adicionados com 10 pL do antibidtico para as quais as
bactérias eram sensiveis ¢ 10 uL do antibiético usado para o cultivo de
celulas Hel.a, ja citado no item 4. 6. 2. Os antibidticos adicionados ao
melo de cultura e aos quais as diferentes hinhagens eram sensiveis

podem ser observados na Tabela I.



Tabela 1. Antibidticos aos gquais as linhagens bacterianas

uropatogénicas sdo sensiveis.

linhagem de £. coli uropatogénica : antibiotico :

DT canamicina;cloranfenicol
28 canamicina;ampicilina
33 canamicina;cloranfenicol
46 canamicina;,ampicilina
168 cloranfenicol;ampicilina
178 canamicina;ampicilina
189 canamicina;ampicilina
202 canamicina;ampicilina

Apbs isto, as placas foram incubadas a 37° C por 3 horas e o

teste seguiu como o teste de adesio.
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4. 6. 4. 1. Solugdes utilizadas na técnica

Tampao de S6rensen :

Solug@o A T KHPO......................... 9,08 ¢
aguadestiladagsp.................. . 1000 mL
Solugdo B : Na,HPO............................. 947 g
dguadestiladaq.sp................. . 1000 mL

Para se obter pH 7,3 foram misturados 23,2 mL da solugdc A
¢ 76,8 mL da solugio B.

4.7. Adesao de Escherichia coli em células uroepiteliais in vitro

A linhagem foi crescida em placas de Petri contendo meio

BH[(Pieo Laboratonies) 4oar 8 37° C, durante 15 horas, Entio, transferiu-se

uma colénia para meio BHI e incubou-se a 37° C. Centrifugou-se o

~crescimento bacteriano a 6.000 rpm por 10 minutos. Desprezou-se o

sobrenadante e ressuspendeu-se o sedimento com PBS pH 7,3.

A seguir, fez-se o preparo de células uroepiteliais humanas,
colhidas na urina. A coleta de células foi feita com a primeira urina da
manhd. Centrifugou-se esta urina em centrifuga a 6.000 rpm por 10
minutos. Desprezou-se ¢ sobrenadante e lavou-se o sedimento, duas
vezes, com PBS pH 7 4. Entdo, ressuspendeu-se este sedimento com
PBS pH 7.4 ¢ acertou-se a quantidade celular para uma concentragio

de 10° células/mL em Clmara MNewbauer.



Seguin-se a adesdo colocando-se 500 ul. do crescimento
bacteriano, padronizando-se a concentracio de bactérias para 10°
células/mL., juntamente com 500 ul. de suspensdo celular em tubos de
“Eppendorff” limpos. Incubou-se a 37° C por, no minimo, uma hora em
um aparelho shaker a 60 rpm. Apoés este procedimento, centrifugou-se
a 1500 mm por 15 minutos. Retirou-se o© sobrenadante
cuidadosamente com a pipeta e lavou-se o sedimento duas vezes com
PBS pH 74, centrifugando-se a 3.000 rpm por 15 minutos.
Ressuspendeu-se o sedimento, entdo, em PBS pH 7.4 e fixou-se em
ldmina a 37° C por uma hora. Fez-se a coloragdo e observou-se ao

microscopio optico.

4. 8. Producio de siderdforos (aerobactina)

Com a finalidade de se verificar a capacidade de produgéo
de siderdforos (aerobactina) pelas linhagens de E. coli uropatogénicas,
as mesmas foram inoculadas em meio LB acrescido de 200 uM de
2, 2 a-o dipindil ¢ incubadas a 37° C por 24 horas sob agitagdo de
150 rpm. Centrifugou-se, entdo, o crescimento bacteriano a 12.000 rpm
por 3 munutos ¢ filtrou-se o sobrenadante em membrana de
nitrocelulose de 0, 22pum.

Uma linhagem indicadora (LG 1522) foi crescida em tubo
contendo meio LB e incubada a 37° C por 24 horas, 100 pl do

39
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crescimento bacteriano da mesma foram inoculados em placas de Petri
contendo meio LA com a-o dipiridil.

Em orficios feitos no agar, colocaram-se 50 ul do
sobrenadante das linhagens das quais queria-se verificar a produgio de
sider¢foros. Incubou- se as placas a 37° C por 48 horas.

O crescimento bacteriano da linhagem utilizada como
controle positivo ao redor dos orificios indica a producio de
aerobactina e serve como um parimetro para observagdo e conclusio

da producéo de aerobactina das demais linhagens bacterianas.

4. 9. Absorgdo do corante vemelho de Congo pelas linhagens

bacterianas em meio de cultura

Este teste foi feito para que se pudesse verificar a capacidade

das linbagens de £. coli uropatogénicas de absorver o corante vermelho

~de Congo. As linhagens bacterianas foram crescidas em meioc LB a 37°

C por 24 horas. O crescimento bacteriano foi inoculado em placas de
Petri contendo meio TSA®Y acrescido de 0,01 % de vermelho de
Congo ¢ as mesmas incubadas a 37° C por 24 horas.

O aspecto de colonias vermelhas da linhagem utilizada como

contrele positivo indica um resultado positivo para este teste, enquanto

as col6mias incolores indicam resultado negativo.



4. 10. Produgio de hemolisina

Para a verificago da capacidade de produgdo ou nio de
hemolisina, o teste fo1 aplicado as linhagens de E. coli uropatogénicas.
As linhagens bacterianas foram crescidas em meio LB a 37°C por 18
horas. Entdo, as mesmas foram semeadas em placas de Petn contendo

gr(Pifeo Laboratories)gan one de carneiro 5 % com o auxilio de uma

meio ag
multi-al¢ca. Apos isto, as placas foram invertidas e incubadas a 37°C
por 24 horas. A producdo de hemolisina foi evidenciada pela formagéo

de halo de hemolise ao redor das coldnias.

4. 11. Extracio de isoenzimas

Para se determinar o grau de similaridade entre as diferentes
linhagens, fo1 feita a andlise do padrio de isoenzimas. As seguintes
isoenzimas foram utilizadas : fosfoglicoisomerase {PGI), hexoquinase
(HEX), 1socitrato dehidrogenase (IDH), adenilato quinase {ADK), alfa-
esterase (o-EST), malato desidrogenase (MDH) e glicose-6-fosfato
desidrogenase {(G6PDH).

As linhagens foram inoculadas em 50 ml de meio LB e
incubadas a 37° C por 15 horas. O crescimento bacteriano foi
centrifugado a 5.000 rpm durante 15 minutos. O sobrenadante foi
desprezado e ressuspendeu-se o sedimento em 2,0 mL de tampéo para
isoenzimas (descrito a seguir). A suspenso foi sonicada por 3 periodos

de 20 segundos em banho de gelo e, entfio, centrifugou-se a 12.000
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rpm durante 20 minutos. Utilizou-se este sobrenadante para o feitio da

eletroforese. Segue abaixo as composigses dos tampdes utilizados.

4. 11. 1. Solugdes ufilizadas na técnica

4.11. 1. 1. Tampéo para extracio de isoenzimas (pH 8,0) :

trizma base............................ 10 mM
EDTA. 1 mM
NADP . 0.5 mM

Agjustar o pH com HCI concentrado.
4.11. 1. 2. Tampéo tris~citrato pH 8,0 (tampfio A)

acido citrico monohidratado....33,09 g
aguadestilada.................... 1L
Ajustar o pH com HCI concentrado.

4. 11. 1. 3. Tampdo tris-citrato pH 6,3 (tampio B) :
trizma base€........................... 27,00 ¢

acido citrico monohidratado.....18,07 g
aguadestilada...................... 1L

Ajustar o pH com HCI concentrado.



4.11.1. 4. Tampdo tris-citrato pH 6,7 :
trizma base.......cocooiiiin. 097¢g

acido citrico monohidratado.....0,63 g

dgua destilada...................... 1L

Ajustar o pH com HCI concentrado.

4.11. 1. 5. Tampéo borato pH 8,0 :

4cido BOTICO. ..o i85¢
NaOH. ..o 24 ¢
aguadestilada.................. 1L

Ajustar o pH com HCI concentrado.

4.11. 1. 6. Tampdo tris-HCI pH 8,5 :

trizma base........ocooiiiiiii 12¢g

agua destilada........................ 1L
Ajustar o pH com HCI concentrado.

4.11. 1. 7. Solugdes de substrato para isoenzimas :

Substrato para MDH
L-malato. ..o 134 g
agua destilada @.s.p.....ooooiceii 10 mL

Ajustar o pH 7,0 com Na,CO;.

Solugdo de MTT, NADP e PMS

solucdo aquosa a 10 mg/mL de MTT, NADP ou PMS.

O3
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Solu¢cdo de NBT

solugdo aquosa a 20 mg/mL de Nitro-Blue tetrazolio.

Solucédo de NAD
solugdo aquosa a 25 mg/mL de NAD.

Solugéio de MgCl,
solugdo aquosa a 100 mg/ml. de MgCL.

Adenilato Quinase (ADK)

tris-HC1 0,2M pHS,0.................... 25 mL
ghcose. ..o 100 mg
ADP. 25 mg
glicose 6 fosfato dehidrogenase....10 U
sol. NADP....coooo 0,3 mL
sol. MgCla....cooo 0.3 mL
sol. MIT. o, 0,6 mL
sol. PMIS. ... 0,6 mL



Fosfoglicoisomerase (PGl)

tris-Hel 0,2MpH 8,0................... 25 ml.
frutose 6-fosfato......................... 0,6 mL
glicose 6-fosfato dehidrogenase...3 U

sol. NADP.....oi 0,6 mL
s0l. MgCla oo 0,3 mL
SOl MTT .o 1 ml

sol. PMS... 0,5 mL

Glicose 6-fosfate dehidrogenase (G6PDH)

tris-HC1 0,2M pH 8.0..........c.e. 30 mL
glicose 6-fosfato......................... 40 mg
sOL MgCla.oiiiiii 0,3 mL
sol. MTT .o, 0,6 mL
sol. NADP....... 0,9 mL
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Hexoquinase (HEX)

tris-HC1 0,05MpH 7.0................. 30 mL
ghicose.......ocoiiiinii 50 mg
ATPo i 12 mg
sol. MgClaoooooo 0,3 mL,
sol. NBT ..o 0,6 mL
sol. NADP. ... 0,45 mL

Isocitrato dehidrogenase (IDH)

tris-HC1 0,2M pH 8,0..................... 50 mL
acido 1socitrico.. ... 60 mg
sol. NADP........oooiiiii L 1 mL
sol. MgClo...oooo 0,4 mL
sol. MTT. .., I mL
sol. PMIS... 1 mL
Malato Dehidrogenase (MDH)

tris-HCI 0,2M pH8,0.................... 40 mL
MDH substrato............................... 8 mL
sol. MTT. ., ImL
sol. NAD 0,8 mL



4. 12. Determinac¢dio do perfil eletroforético do DNA afravés de
Ribotipagem

Precede a esta técnica a extragdo do DNA gendmico.

4. 12, 1. Extracdo do DNA gendmico

O DNA gendmico foi isolado a partir de 6-8 mL de
crescimento bacteriano em LB. A suspensio celular foi centrifugada e
o precipitado lavado duas vezes com tampdo TE. Ao precipitado seco,
foram adicionados 50 pl de lisozima a 10 mg/mlL. A suspensdo foi
homogeneizada em vortex e incubada a 37° C por 2-3 horas. Foi
adicionada uma mistura de 70 ul de 10 % SDS e 5 uL de proteinase K
(10 mg/mL.). A suspensdo foi homogeinizada novamante em vortex e
incubada a 65° C por 10 minutos. Entdo, adicionaram-se 100 pL de
NaCl 5 M e a mesma quantidade de uma solugio pré-aquecida a 65° C
de CTAB/NaCl. A suspens?o, assim obtida, foi agitada em vortex até a
formago de um liguido de aspecto leitoso e incubada a 65° C por mais
10 minutos. Apés este processo, foram adicionados 750 pL de uma
solugdo de cloroformio-dlcool isoamilico, na proporgéio de 24:1, e a
mistura foi agitada em vortex por cerca de 10 segundos. O material foi
centrifugado a 12.000 rpm. O sobrenadante aquoso (cerca de 600 pl)
foi cuidadosamente transferido para outro tubo de reacdio e o DNA
gendmico precipitado com 0,6 volumes de isopropanol a - 20° C (cerca
de 450 pL) e a mistura foi mantida & temperatura de - 20° C por 30

minutos.
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Apos este periodo, a solugio foi centrifugada 2 12.000 Tpm
por 5 minutos ¢ o sobrenadante descartado. O sedimento foi, por
centrifugagdo, duas vezes lavado com solugio de etanol 70 %. Apbs
este procedimento, o DNA foi seco a temperatura ambiente e
ressuspenso com movimentos cuidadosos e circulares com 100 uL de
tampdo TE pH 8,0. A dosagem de DNA realizou-se como descrito por
Sambrook et al (1989), em que a concentracio e pureza do DNA foi
determinada a partir de leitura em espectofotébmetro nos comprimentos
de onda de 260 ¢ 280nm. Para isso, o seguinte calculo foi realizado -

Concentracdo de DNA (ug/ml) = leitura em A260nm x
diluicdo x 50

Pureza do DNA = A260/4280 - foram utilizadas as
linhagens que apresentaram valores entre 1,50 e 2,00 (significando
ndo contaminacdo por RNA e/ou proteinas).

O acido nucléico extraido foi conservado a temperatura de

-20° C.

Para a determinagfo do perfil eletroforético, seguiu-se com a

técnica da Ribotipagem.

4. 12. 2. Ribotipagem
4.12. 2. 1. Digestic do DNA Gendmico

Apos ter-se extraido e quantificado 0 DNA, realizou-se a sua
digestdo ou com a enzima FcoR [ ou Hind 111, em um tubos Eppendorff

separados, seguindo o protocolo abaixo :



DNA e Sug

Tampdo da enzima 10x.................. ...4 uL (concentracdo final 2x)
ECOR I ..o 2ul (40 Ujou

Hind IH......ooooooiiiiiiiiiiii 2ul (300)

Agua deionizada esterilizada q.s.p....20 uL

Incubou-se a reagdo por 18-24 horas. Apé6s este
procedimento, toda a reagdo de digestdo foi misturada ao tampdo de
ressuspensfo de DNA e, entfo, submetida a uma eletroforese em gel de
agarose a 0,7 % juntamente com o marcador de peso molecular 1 kb
DNA Ladder (ife Techmologies) - ansq tor sido revelado com brometo de
etidio, o gel foi fotografado e seguiu-se & transferéncia do DNA, nele

contido, para membrana de “nylon”.

4.12. 2. 2. Transferéncia para membrana de “nylon™

Seguindo a metodologia descrita por Sambrook et al (1989),
o gel foi denaturado por 45 minutos, com cerca de 500 mL de solugio
de denaturagdo (4.12.5.2).

Decorrido este periodo, o gel foi rapidamente lavado com
dgua deionizada e neutralizado com 300 ml de solugdo de
neutralizacio durante 30 minutos. Novamente, a solugdo foi trocada ¢
continuou-s¢ a neutralizagio por mais 15 minutos. Enquanto o gel
neutralizava, folhas de papel Whatman 3MM foram cortadas em
tamanho levemente maior que o do gel. Rapidamente, este papel fo

molhado com tampdo 10xSSC (tampdo de transferéncia) e colocado
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sobre um suporte em que o gel foi fixado para a transferéncia
(tomando-se o cuidado para nfo haver a formacio de bothas, onde
seria montado o aparato de transferénica).

Uma membrana de ““nylon” cortada exatamente no tamanho
do gel foi, primeiramente, molhada em 4gua deionizada e,
postertormente, em tampio 10xSSC, permanecendo nesta solugéio por
cerca de 5 minutos.

O gel foi removido da solugdio de neutralizagio e colocado,
mvertido, sobre o suporte de transferéncia. Colocou-se sobre ele a
membrana de “nylon” e, sobre estes, duas folhas de papel 3MM,
cortados exatamente do tamanho do gel e molhados com tampdo
2xSSC. Em todos estes passos tomou-se o cuidado de evitar a
formagao de bolhas, o que dificultaria a transferéncia do DNA.

Sobre este sistema foram colocados 5-8 cm de papel toalha
cortados do tamanho do gel e um peso de cerca 500 g. A transferéncia
de DNA procedeu-se durante 24 horas. Decorrido tal periodo, o papel
toalha ¢ o papel 3MM foram retirados e o local das canaletas do gel
marcados com lapis d’4gua ou caneta porosa.

A membrana de “nylon” foi passada por uma solucdio de
6xSSC. O DNA foi fixado permanentemente & membrana, por

incubagdo a 80° C por 2 horas ou exposigdo a luz ultravioleta.



4. 12. 3. Marcacdo do fragmento de DNA p64 com (o-"P) dCTP

Como sonda, nos experimentos de ribotipagem, foi utilizado
fragmentos de DNA de 10 kB, originario do plasmidio p64 (a->P),
contendo seqiiéncias 168 238 e 5S. A marcacio da sonda foi realizada
seguindo-se o protocolo de marcagdo. O DNA foi marcado com (a-°P)
dCTP, seguindo o protocolo abaixo :

A mistura foi aquecida a 100° C por 10 minutos e
imediatamente resfriada. A esta mistura foram adicionados 1 uL de
DNA polimerase I Fragmento Klenow e 5 uL de {a-"P) dCTP.

Incubou-se a 37°C por 1 hora e congelou-se a sonda ja

marcada.

4. 12. 4. Hibridizagdo da membrana de nylon com a sonda p64

A solugfo de pré-hibridizagio foi preparada momentos antes
de seu uso. Enquanto se preparava a solugio, as membranas contendo
o DNA digerido foram colocadas em solugio 6xSSC por 2 minutos.

Apés  este  procedimento, as  membranas  foram
acondicionadas no interior de uma garrafa de hibridizacio (com seu
interior contendo um filme de Repel-Silane PlusOne com o lado
contendo DNA mverso ao vidro. Cada membrana fo1 separada uma da
outra por redes de hibridizago(““meshs™).

ApOs estarem bem acondicionadas, colocou-se dentro da
garrafa a solugdo de pré-hibridizac8o e incubou-se a garrafa em forno

gir atéri O(Red Roller [I-Hoefer Scientific nstruments) 242°C por 1 hora.
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Decorrido tal periodo, toda solugo de pré-hibridizagdo foi
retirada e uma soluge de hibridizagdo foi colocada. Conjuntamente,
foram adicionados 75 uL da sonda marcada com (a->°P) dCTP, fervida
por 5 minutos a 100° C e imediatamente resfriada. O processo de
hibridiza¢3o transcorreu por 4 horas a temperatura de 42° C.

Apés o tempo de hibridizacdo, a solugfio foi descartada em
recipientes adequados ¢ as membranas lavadas em solugio de 2xSSC,
0,5 % de SDS por cerca de 5 minutos a temperatura ambiente.
Transferiu-se a membrana para wma solugdio de 2xSSC, 0,01 % SDS e
decorridos 15 minutos, transferiu-se novamente as mesmas para uma
solugdo de 0,1xSSC 0,5 % SDS e incubou-se a 37° C por 30 minutos.

Decorrido este periodo, transferiu-se cada membrana para
uma nova solugdo de 0,1xSSC, 0.5 % SDS e incubou-se a 68° C pelo
mesmo periodo de tempo. Lavaram-se as membranas rapidamente em
solugdo 0,1xS8C e removeu-se ¢ excesso de liquido deixando-se as
membranas repousarem sobre um papel toalha. Fixou-se a membrana,
com o lado contendo DNA para cima em papel 3MM on em filmes
usados de radiografia com o auxilio de fita adesiva. Foi realizada a
exposi¢do em filme de raio X a 70° C para obtengio de bandas
marcadas radioativamente. O tempo de exposigio foi de 48 horas a
temperatura de - 70° C.

Apbs isso, revelou-se o filme radiografico e analisaram-se os

resultados mediante o uso do Programa NTSys.
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4. 12. 5. Solucdes utilizadas na técnica

4.12.5. 1. Solugdo 20xSSC* :

NaCl e 352 ¢
Citrato de Sodio................... 176 g
Agua deionizada......................... 2L

4.12. 5. 2. Solugéio de denaturacio™* :
NaCl ..o 1,5Moulbg
NaOH. ... 05Mou20g

Diluir para 1 L de agua deionizada.

4.12.5. 3. Soluc8o de Hibridizacdo (concentragbes finais)

-6xSSC;

-0,5 % de SDS;

-100 pg/mL de fragmento de DNA de esperma de salmfo denaturado;
-50 % de formamida (aquecida a 42° C)

4.12. 5. 4. Solucio de pré-hibridizagio (concentragdes finais) :
-6xSSC;

-5x solugio de Denhardt’s;

-0,5 % de SDS;

-100 ng/mL de fragmento de DNA de Esperma de salmio denaturado;
-50 % de formamida (aquecida a 42° C)
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4.12. 5. 5. Solugdo de Denhardt’s 50x concentrada -

Ficoll...... 5¢g

Polivinilpirrolidona(PVP)................... 5¢g

Soralbumina bovina(fragio V)...........5g

Agua deionizada.............................. 500 mL
Estenlizar por filtragdo e guardar a - 20° C.

4.12. 5. 6. Solugdo de Neutralizagio* :

Trzma DaASE. ..o 1M

O ajuste do pH(=7,4) foi relizado com HCl.

* - Estas solugdes foram autoclavadas a 120° C por 20 minutos.

4.12.5.7. Solugido de CTAB/Na(l :
Brometo de cetraménic “Sigma-HS5882” “CTAB”.... 8 g

Ambos os componentes foram dissolvidos em 80 mL de Agua
deionizada aquecida a 65° C, sendo o volume completado para

160 mL.



4. 13. Mutagénese com transposon TnphoA

A linhagem bacteriana DT (Tetraciclina-T¢®; Estreptomicina-
Sm®), receptora, foi inoculada em 3,0 mlL de meio LB e incubada a
37° C por 15 horas em presencga dos antimicrobianos para os quais a
mesma era resistente. Uma dilui¢do na proporgio de 1 : 20 da amostra
doadora (pRT 733 : Ampicilina-Ap®; Canamicina-Km®) foi transferida
para um tubo contendo meio LB mais antimicrobianos ¢ incubado a
37° C até alcancar a fase exponencial de crescimento. Apds este
procedimento, 100 ul. de amostra doadora (pRT 733) e 300 ul
receptora (DT) foram centrifugados a 12.000 rpm por 2 minutos e 0s
precipitados lavados com meio LB para completa retirada dos
antimicrobianos e, a seguir, ressuspendidos delicadamente em 100 pL
de meio LB.

As duas linhagens foram misturadas ¢ depositadas sobre uma
membrana de filtro (0,2 um) e incubadas a 37° C durante a noite. Apds
este periodo de tempo, o crescimento bacteriano sobre o filtro foi
ressuspendido em 1,0 mL de salina 0,85 % esterilizada

A selecdo dos mutantes Km* Tc¢ * foi feita em placas
contendo meio LA adicionado de 40 pg/ml de XP (5-bromo 4-cloro 3-
indolil fosfato) e os antibidticos Km (50 pg/mL) ¢ Tc (200 pg/mL).
Col6nias azuis obtidas neste meio de cultura foram estriadas em placas
contendo LA adicionado com XP, Km e Tc¢ e incubados a 37° C por 18
horas. As colbnias azuis Km® isoladas, indicando a producio de

fosfatase alcalina, foram estocadas em meio semi-solido para analise
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dos perfis eletroforéticos de proteinas de membrana, plasmidios e

experimentos biologicos (testes de adesdo e invasdo em células Hela.

4. 14. Cura de plasmidios através de tratamento com brometo de etidio

Com a finalidade de se tentar correlacionar a presenca de
plasmidios com caracteristicas de patogenicidade, a linhagem DT foi
submetida a técnica descrita por Tomoeda et al. (1968) para a
elimina¢@o de plasmidio.

Para esta finalidade, a linhagem bacteriana foi inoculada em
3,0 mL de meio LB ¢ incubada a 37° C por 12-18 horas. A seguir, uma
aliquota com 100 uL dessa cultura foi transferida para tubos contendo
meio LB com concentragdes crescentes de brometo de etidio™ (0, 1, 2,
5, 10, 50 %) sendo os mesmos incubados a 37° C por 12-18 horas. Do
tubo contendo 10 % de brometo de etidio, o qual foi o de maior

concentracdo que apresentou crescimento bacteriano ap6s o periodo

~citado, 100 pL da cuitura bacteriana foram transferidos para outro meio

LB com 10 % de brometo de etidio ¢ este incubado a 37° C por 12-18
horas. Este processo foi repetido por mais duas vezes e a bactéria
moculada com o auxilio de alga de Drigalski em placa contendo meio
LA. As coldnias que, entdo, cresceram neste meio foram transferidas
para outras placas contendo meio LA adicionado ou com o
antimicrobiano estreptomicina ou com o tetraciclina. Estas placas
foram mcubadas a 37° C por 12-18 horas e as coldnias isoladas,

analisadas quanto ao perfil plasmidial.



4. 15. Microscopia eletrénica

O teste de microscopia eletronica foi realizado para a
linhagem uropatogénica DT apos ter sido feito o teste de mvasio da
mesma.

Preparou-se o cultivo de células Hel.a em garrafas conforme
ja descrito no item 4. 6. 2. Inoculou-se a linhagem DT em meio LB e
incubou-se a 37° C por 15 horas. Entdc, adicionou-se 1,0 mlL de
crescimento bacteriano ao cultivo de células, enriqueceu-se 0 meio com
soro fetal bovino e incubou-se por 3 horas a 37° C. Apds este periodo,
descartou-se o meio da garrafa com o crescimento bacteriano virando a
mesma de “boca” para baixo sobre um descarte, lavou-se com PBS
0,1 M, pH 7.4 e fixou-se por 30 minutos com uma solugdo de
glutaraldeido 2,5 % em tampdo fosfato 0,1 M, pH 74. Lavou-se,
novamente, com PBS 0,1 M em 3 séries de 5 mimtos.

Descartou-se a solucfio de glutaraldeido e fez-se a raspagem
das células cultivadas na garrafa, com o auxilio de um raspador
celular(Cell Soaper Inter Med, Nune, USA) oy 10 ml de PBS 0,1 M.
Colocaram-se estas células em tubos “Eppendorff”, os quais foram
centrifugados por 5 minutos a 1.000 rpm. Descartou-se o sobrenadante
¢ adicionou- se ac sedimento 1,0 mL de tetréxido de Gsmio (OsO.) a

1 %, em agitacdo, por 30 minutos.
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Apos esta procedimento, centrifugou-se por 5 minutos a,
aproximadamente, 2.000 rpm. Descartou-se o sobrenadante ¢ lavou-se
o sedimento com PBS 0,1 M por 3 séries de 5 minutes. Lavou-se com
dgua deionizada. Preparou-se uma solucio de 2 % de agarose e incluiu-
se o material. Esperou-se o endurecimento da agarose e cortou-se o
“bloco™ segundo a localizagdio do sedimento no bloco. Fez-se, entdo, a
desidratagdo dos cortes da seguinte maneira : alcool 70 % por 30
minutos, alcool 80 % por 30 minutos, alcool 90 % por 30 minutos,
alcool absoluto por 30 minutos (2 séries), 6xido de propileno por 30
minutos (2 séries), oxido de propileno : Epon (resina), 1:1, por 60
minutos ¢ Epon durante toda urna noite, sendo que nas fases com Epon
foi utilizado um rotor para que houvesse agitagdo constante. Seguiu-se
os procedimentos para a observagfo ao microscopio eletrénico, que

foram o feitio de microcortes no material ¢ a sua coloragio.



%, Resultados

5. 1. Determinacfo da resisténcia a drogas antimicrobianas

Na Tabela II podemos constatar as resisténcias das linhagens
uropatogénicas frente aos antimicrobianos, segundo publicacdo de
Mendonca et al. (1996)*, as quais foram confirmadas neste trabalho.

A linhagem mopatogénjca DT apresentou-s¢ resistente a
capnamicina na concentracio de 10 pg/mL e a tetraciclina na
concentracdo igual e/ou menor a 100 ug/mbl. E em todas as
concentracdes de estreptomicina apresentou-se resistente.

As concentracdes testadas , em pg/mlL, foram : 10, 20, 50,
100, 200 e 500.
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Tabela II. Drogas antimicrobianas s quais as linhagens uropatogénicas

se mostraram resistentes.

linhagem de E. coli uropatogénica : antibidtico :
DT Te, Sm, Ap, Na

28 Te, Sm, Ap, Na, Km
33 Sm, Ap, Km

46 Sm, Ap, Km

63 Na

66 Sm, Na

81 Tc, Sm, Ap, Na, Km
154 Na

168 Te, Sm, Ap, Km

178 Te, Sm, Ap, Km
189 ' Te, Sm, Ap, Na, Kin
198 Tc, Sm, Ap, Km
202 Sm, Ap, Na

Onde Tc-tetraciclina; Sm-estreptomicina; Ap-ampicilina, Na-acido nalidixico; Km-

canamicing.



5. 2. Extragdc de plasmidios das linhagens uropatogénicas.

Eletroforese em gel de agarose

A extracio de plasmidios permitiu que fosse feita a
eletretroforese em gel de agarose, onde pode-se observar o perfil
eletroforético das diferentes linhagens de £ coli uropatogénicas. Tais
linhagens apresentaram plasmidios de pesos moleculares diferentes ¢

que podem ser observados na figura 1.

P

ABEC DEF GHIJ p

32.
519

e,
125-

Figura 1. Gel de agarose (0,7 %) da eletroforese de DNA plasmidial
das linhagens de X coli uropatogénicas. A (pR1); B (pR40a);, C
(p307), D (pRAL), E (V517); F (DT); G (28); H{(33), 1 (46}, J (63}, K
(66); L (81); M (154); N (168); O (178); P (189); (J (198); R (202).
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Tabela III. Pesos moleculares dos plasmidios observados no gel de

eletroforese de agarose (0,7 %).

linhagem peso molecular (MD)
DT 32/ 23/ 20

28 32/ 29

33 32

46 40/ 23/ 12

63 32/ 29

66 36/ 23

81 32/ 29

154 40/ 29

168 29/23/18/6/2/ 1
178 32/ 26

189 32/29/23

198 29/ 20/ 106/ 8/ 4/ 1
202 29/ 20/ 10/ 8/ 4/ 1




5. 3 Testes de adesio e invasio em células Hela

O resultados dos testes de adesdo e de invasdo das diferentes
linhagens bacterianas encontram-se descritos nas Tabelas IV ¢ V e nas
figuras 2, 3,4, 5¢e6.

Assim, para o teste de adesfo em 6 horas e que veio
confirmar os resultados conseguidos com o teste em 3 horas, nove
linhagens (DT, 28, 33, 46, 66, 168, 178, 189, 202) apresentaram
adesio positiva na presenca € na auséncia de D-manose; uma linhagem
apresentou adesdo positiva somente na presen¢a de D-manose (154); e
trés linhagens apresentaram ades3o negativa na presenga € na auséncia
de D-manose (63, 81, 198).

O tipo de adesio apresentado por estas linhagens, quando
comparado com os padrdes (figuras 2B, 2C e 2D), foram : DT (adesdo
agregativa, figuras 2E e 2F); 28 (adesdo difusa, figura 3A e adeséo
agregativa, figura 3B); 33 (adesdo difusa, figuras 3C e 3D); 46 {(adesdo
agregativa, figuras 3E ¢ 3F); 63 (adesfo negativa, figuras 4A ¢ 4B), 66
(adesdo agregativa, figuras 4C e 4D); 81 (adesfo negativa, figuras 4E e
4F), 154 (adesdo agregativa, figura 4A, e adesdo negativa, figura 5B);
168 (adesdo agregativa, figuras 5C e 5D); 178 (adesfo agregativa,
figuras SE e 5F); 189 (adesfio agregativa, figuras 6A e 6B); 198
(adesfo negativa, figuras 6C e 6D); 202 (adesfo agregativa, figuras 6E
g 6F).
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As linhagens que apresentaram adesfo positiva foram, entfio,
testadas quanto 3 invaso e observadas ao microscopio 6ptico.

A Tabela V demonstra os resultados obtidos com o teste de
invasdo. Deste modo, observou-se que daquelas linhagens que
apresentaram invasdo positiva, cinco (DT, 28, 66, 178, 189) invadiram
na presencga e na auséncia de D-manose. A invasio negativa na
presenga € na auséncia de D-manose foi observada em quatro linhagens
(33,46, 178, 189).

Quando da realizacgéo do teste de adesdo, pode-se observar
ao microscopio optico que determinadas linhagens uropatogénicas, DT
e 168, causavam uma destrui¢do severa das camadas de células Hel a.
A linhagem uropatogénica 168 além de provocar este dano, o fez muito
rapidamente, ja que a sua adesdo foi testada sob diversos tempos de
multiplicacdo ¢ observou-se esta caracteristica mesmo nos menores
tempos. Tal caracteristica pode ser constatada na figura 5C e 5D.
Frente a este fato, decidiu-se realizar a microscopia eletrbnica da
hinhagem DT quanto & ipvasfio para a confirmacio ou ndo dos

resultados obtidos com a microscopia oOptica.



Tabela IV : Capacidade de adesfo em células Hela das linhagens de £

coli uropatogénicas.

Linhagens 3 horas 6 horas tipos de adesfo
SM CM SM CM SM CM
DT + + + + AE  AE
28 + + + - AD  AE
33 - - + - AD AD
46 + + + + AE  AE
63 - - - - AN AN
66 + + + + AE AE
81 - - - - AN AN
154 + - + - AE AN
168 + -+ 4 -+ AE
178 + + + + AE AE
189 + + -+ + AE AE
198 - - - - AN AN
202 - - + + AE  AE

$M = sermn manose; UM = com manose;, AE = adesfio agregativa; AD = adesio

difusa; AN = adesio negativa, -+ = positivo, - = negativo.
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Figura 2.A : Cultivo de células Hela {(controle sem bactérias); Adesfio
em células Hel.a : B : padrio de adesfio localizada; C : padrio de
adesfo difusa; D : padric de adesfo enteroagregativa; E : Adesdo da
linhagem de E. coli uropatogénica DT na auséncia de manose; F o
Ades8o da linhagem de £ coli uropatogénica DT na presenca de

manose.



Figura 3. Adesdo das linhagens de E. coli uropatogénicas em células
Hela. A : linhagem 28 na presenca de manose; B : linhagem 28 na
auséncia de manose; C : linhagem 33 na auséncia de manose; D :
linhagem 33 na presencga de manose; E : linhagem 46 na auséncia de

manose; F . linhagem 46 na presenca de manose.



Figura 4. Adesdo das linhagens de E. coli uropatogénicas em células

Hela. A : linhagem 63 na auséncia de manose; B : linhagem 63 na
presenc¢a de manose; C : linhagem 66 na auséncia de manose; D :
linhagem 66 na presenga de manose; E : linhagem 81 na auséncia de

manose; F : Imhagem 81 na opresenca de manose.



Figura 5. Adesdo das linhagens de E. coli uropatogénicas em células

HeLa. A : linhagem 154 na auséncia de manose; B : linhagem 154 na
presenca de manose; C : linhagem 168 na auséncia de manose; D
linhagem 168 na presenga de manose; E : linhagem 178 na presenca de

manose; F : linhagem 178 na auséncia de manose.



Figura 6. Adesdo das linhagens de £. coli uropatogénicas em células

Hela. A : linhagem 189 na auséncia de manose; B : linhagem 189 na
presenca de manose; C : linhagem 198 na auséncia de manose; D -
linhagem 198 na presenca de manose; E : linhagem 202 na auséncia de

manose; F : linhagem 202 na presenca de manose.



Tabela V : Capacidade de invasio de células Hela das linhagens de

E.coli uropatogénicas.

Linhagens SM CM
DT + +
28 + +
33 - -
46 - -
66 + +
168 + +
178 - -
189 - -
202 + +

SM = sem manose; CM = com manose.

§i1
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5. 4. Adesao de Escherichig coli em células uroepiteliais i vitro

Os resultados obtidos com este teste foram os mesmos
observados nos testes de ades3io com células Hela, isto ¢, pode-se
observar ao microscopio Optico diversas células uroepiteliais humanas
colonizadas intensamente por bactérias da linhagem DT, demonstrando

a capacidade de adesio da mesma.

5. 5. Produgdo de sideroforos e fixagfo do corante vermelho de Congo

Os resultados obtidos com os testes de produgdo de
sideroforos e da fixagdo do corante vermelho de congo para as
linhagens . coli uropatogénicas podem ser observados na Tabela VI.
Segundo a referida Tabela, quatro linhagens apresentaram a capacidade
de produgdoc do sideroforo aerobactina (DT, 63, 189, 198) e as demais
ndo apresentaram esta caracteristica. Pode-se observar, ainda, que
apenas duas linhagens (28 e 81) ndo foram capazes de fixar o corante

vermelho de congo e as demais fixaram este corante.
5. 6. Preducéo de hemolisina
Os resutados obtidos com o teste de verificaciio da producéo

de hemolisina pelas linhagens uropatogénicas de E. coli pode ser

observado na Tabela VI. Deste modo, seis linhagens nic foram



capazes de produzir hemolisina (33, 63, 81, 178, 198 ¢ 202) ¢ sete
linhagens produziram esta toxina (DT, 28, 46, 66, 154, 168 e 189).

93



Tabela VI : Produgdo de sideroforo aerobactina, fixagio do corante

vermelho de congo ¢ producdo de hemolisina.

Linhagens A vC H
DT + + +
28 - - +
33 - + -
46 - + +
63 + + -
66 - + +
81 - - -
154 - + +
168 - + +
178 - “+ -
189 + + +
198 + + -

Onde: aerobactina = A; corante vermelho de congo = VC, hemolisina = H,

+ = positivo, - = negativo.



5. 7. Extracdo de isoenzimas

A eletroforese das diferentes linhagens de E. coli
uropatogénicas para as isoenzimas ADK (adenilato quinase), IDH
(isocitrato  desidrogenase), «-EST  (aifa-desidrogenase), PGI
(fosfoglicoisonerase), HEX  (hexoquinase), MDH  (malato
desidrogenase) ¢ G6PDH (glicose-6-fosfato desidrogenase) permitiu a
obten¢do de diferentes perfis eletroforéticos. Segundo estes perfis, foi
possivel, no programa de computador NTSys, a confeccio do
dendograma que se apresenta na figura 7. O dendograma permitiu
agrupar as diferentes linhagens de £. coli causadoras de infec¢do

urinaria em dois grupos (A e B).
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5. 8. Determinacdo do perfil eletroforético do DNA através de
Ribotipagem

A extracdo do DNA gendmico e posterior ribotipagem das
linhagens uropatogénicas de E. coli, permitiu a obtengéo de um perfil
eletroforético que foi utilizado no programa de computador NTSys para
a confec¢do de um dendograma.

Apresentam-se as figuras 8 ¢ 9 que reproduzem os aspectos
radiograficos quando da digestdo do DNA gendmico pelas enzimas
Eco R I e Hind IIl, respectivamente, a partir dos quais foi feito o
dendograma. Segundo estas figuras (8 e 9), constatou-se uma melthor
digestdo do DNA com a utilizag8o da enzima HIND 7I1.

O resultado obtido com este teste pode ser observado na
figura 10. A andlise deste dendograma permitiu agrupar as diferentes
linhagens de E. coli causadoras de infeccdo urinaria em dois grupos (C

e D).

Wi
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Figura 8. Grafico representativo do aspecto radiografico da eletroforese

em gel de agarose (0,7 %), quando da utilizagdo da enzima Eco R |

para a digestdo do DNA gendmico. A:DT; B:28; C:33; D:46; E:63;

F:66; G:81; H:154; 1:168; J:178; K:189; 1.:198; M:202.
ABCDEFGHI] JKL M
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¢

e e L] S o
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Figura 9. Grafico representativo do aspecto radiografico da eletroforese
em gel de agarose (0,7 %), quando da utilizaglio da enzima Hind III
para a digestdo do DNA gendmico. A:DT; B:28; C:33; D:46; E:63;
F:66; G:81; H:154; 1:168; I.178; K:189;, 1:198; M:202.
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5. 9. Mutagénese

O processo utilizado para a obtengéo de mutantes a partir da
linhagem DT, através do transposon TnphoA, produziu 31 linhagens
azuis Km*

O teste de adesdo realizado nestas linhagens demonstrou que
cinco delas (10, 12, 15, 16, 18) haviam perdido a capacidade de adesdo
em presenca de D-manose, mas nfo em auséncia deste aglicar, como

pode ser observado na Tabela VII.



Tabela VII : Adesfio em celulas Hel a dos mutantes da linhagem DT.

FAVH

Linhagens mutantes (mut.):

6 heras

W
=

P
%

mut. A

mui.
mut.
mut.
mut.
mut.
mut.
mut.
mut.
mut.
.
mut.
mut.
mut.
mut.
mut.
mut.
mut.
mut.
mut.
mut.
mut.
mut.
muf.
mut.
.
mut.
mut.
mut.
mut.
mut.

B

OG0~ N L B L RS

10
i1
12
i3
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

e T e e S e T i e S S S S S S S S S S S S S S S S S S S

.}. ,‘iw

S S S S S S

TR B SR S

+

S R I

+ + + + +

+ = positivo, - = negativo.
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5. 10. Cura de plasmidios através do tratamento com brometo de etidio

Este processo foi utilizado com a finalidade de se conseguir
linhagens mutantes, a partir da linhagem DT, através da possivel
eliminagdo de plasmidios.

O resultado foi a obtengdo de duas linhagens (TC1 e TC2)
que apresentaram-se sensivels ao antimicrobiano tetraciclina, sugerindo
uma possivel perda de plasmidio destas linhagens quando comparadas

a linhagem selvagem.
5. 11. Extragfo de DNA plasmidial (DT e mutantes)

A eletroforese em gel de agarose da linhagem DT e
mutantes, obtidos como descritos no item 5.9, permitiu a obtencgo do

perfil eletroforético plasmidial que pode ser observade nas figuras a

Seguir.



Figura 11. Gel de agarose (0,7 %) da eletroforese de DNA plasmidial
das linhagens de E. coli uropatogénicas DT e mutantes. AV 517, B :
p307;C: DT, D :mut. A E :mut. B F:mut. 1, G rmut. 2, H - mut.

3.1 mut.

i3



Figura 12, Gel de agarose (0,7 %) da eletroforese de DNA plasmidial
das linhagens de £\ coli uropatogénicas DT e mutantes. A DT, B : DT
Sm+Tey Comut, 1 D omut, 2, E  mut. 30 F cmut 4, G omut. 5; H
mut, 61 mut. 7,7 cmut. 8 K omut, 95 L cmut, 10, M o mut. 11, N
mut. 12.

Sm-estreptomicina; T o-tetraciclina.



Figura 13. Gel de agarose (0,7 %) da eletroforese de DNA plasmidial
das linhagens de / coff uropatogénicas DT e mutantes. A DT, B: DT
(Sm+Teyr Comut 13D omut, 140 E cmut, 150 F cmut 160G omut. 17,
oomut 187 s mut 190 ) cmut, 200 Koomut, 20 Loomut 220 Momat
-

23N omut 24

Sme-estreptomicina; Te-tetraciciina.
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Figura 14, Gel de agarose (0.7 %) da eletroforese de DNA plasmidial
das lmhagens de /. coli uropatogénicas DT e mutantes. A - DT, B DT
(Sto+Tey, Comut, 25, D omut. 260 F cmut. 27 F - mut. 28 G mut
29

sme-gstrepiomicina, T c-tetraciclina.



3. 12. Microscopia eletrénica

O procedimento da microscopia eletrbnica foi feito com a
linhagem uropatogémica DT para que se pudesse constatar a
capacidade invasora desta bactéria, uma vez que em teste de invasdo
observado ac microscdpio Optico pode-se constatar resultado falso
positivo.

Porém, ac se analisar o resultado obtido por esta técnica
(figura 15), concluiu~se que a linhagem uropatogénica DT ¢ ndo
invasiva, ja que ndo se pode observar a bactéria no inferior de céluias

Hel a.

Figura 15 : Microscopia eletrénica do teste de invasdo em células Hela
da linhagem uropatogénica DT As setas mostram a bactéria aderida a

superficie celular.



6. Discussio

A vpatogenicidade das lmhagens de Escherichia coli
causadoras de Infecgdes do Trato Unnario (ITU) esta possivelmente
associada a diversos fatores de viruléncia como, por exemplo, adesio
as células epiteliais do hospedeiro, producdo de hemolisina, produgio
de aerobactina, absor¢@o do corante vermelho de Congo e resisténcia a
antimicrobianos.

A adesfo em células uroepiteliais do hospedeiro tem sido
demonstrado como sendo um fator primordial para que uma linhagem
bacteriana inicie sua infecggo™®!%14161924323334346.30,33 6465 A8 IS0 Fgta
adesio ¢ feita atraves de fimbrias que podem pertencer a diversos tipos
como : 1, P, Dr, S, FI1C, G e X (M e G). Segundo Johnson (1991)“%,
as fimbrias tipo 1 estfio presentes em 71 % da hinhagens bacterianas
isoladas de pacientes com sinais clinicos de cistite. Perugini e Vidotto
(1996)"> encontraram esta adesina em 87,5 % das linhagens isoladas
de pacientes com cistite ¢ 100 % das de piclonefrite. Leathart ¢ Gally
(1998)°® encontraram a porcentagem de 80 % para os mesmos casos
clinicos deste tipo de adesina. O tipo de adesdo que € caracteristica
desta fimbria ¢ a adesdo difusa™,

A fimbria tipo P, segundo Brudastov (1994)"® e Bingen

(1998)*, esta presente em 30 % das linhagens bactenianas isoladas de
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pacientes com cistite € em 70 % e 80 % da linhagens bacterianas
isoladas de pacientes com pielonefrite, respectivamente,

Johnson (1991)“ relatou em seus estudos que as fimbrias Dr
estdo presentes em 26 a 50 % das linhagens de pacientes com cistite e
em 6 % das linhagens de pacientes com pielonefrite. Ainda segundo
este autor, as fimbrias S estdo mais relacionadas as linhagens
causadoras de meningite e bacteremia, sendo que os outros tipos
fimbriais estdo presentes em um numero mais reduzido nas infecghes
de ITU.

Neste trabalho, os testes de adesfio realizados em células
HeLa cultivadas in vitro para as linhagens de E. coli uropatogénicas,
observou-se que 9 apresentaram adesdo manose resistente, o que indica
que estas ndo possuem expressdo de fimbrias do tipo 1 ou que possuem
outro tipo de fimbria além desta. No entanto, a adesdo tipo 1 é
caracterizada como difusa ¢ a maioria das adesGes neste trabalho se
apresentaram de forma agregativa. Foi encontrada somente uma
linhagem (154) que apresentou-se como manose sensivel, sugerindo a
expressdo de fimbria tipo 1. Este resultado diverge daqueles
encontrados nos trabalhos descritos por Johnson (1991)#, Perugini e
Vidotto (1996)79, Learthart e Gally (1998)*%, nos quais a expressio
deste tipo de fimbria foram, respectivamente, 26 a 50 %, 87, 5 % a
100 % ¢ 80 %.

Os resultados sugerem que a fimbria presente nestas

linhagens de E. coli possa ser do tipo P ou Dr. No entanto, para que tal



caracteristica seja confirmada € necessario que oufros testes sejam
realizados.

Uma caracteristica marcante neste teste de adesdo foi a
apresentada pela linhagem 168. Esta linhagem provocou uma
destruicdo celular t3o acentuada que, ao se observar ao microscopio,
constatou-se a presenca somente das bactérias, pois as células ja
haviam sido elimiadas. Como esta linhagem apresenta a producgfo de
hemolisina (Tabela VI), acredita-se que, a semelhan¢a do descrito por
Falbo ef al. (1992)*, esta enzima podera ser a responsavel por tal
caracteristica.

Verificou-se, também, que o tipo de adesfo encontrada em
quase todas as linhagens foi a do tipo agregativa. Segundo Nataro e
Kaper (1998)®, a adesfio enteroagregativa € caracteristico daquelas
linhagens que sdo responsaveis pela produgdo de diarréia do tipo
mucosa em humanos. Como estas hinhagens sdo causadoras de cistite
ou pielonefrite, a possibilidade de que as mesmas sejam de origem
fecal e gue. portanto, atuem como linhagens patogénicas secundarias
ndo pode ser descartada”®. A produgio de hemolisina por estas
linhagens ainda ndo estd claramente associada & viruléncia, porém
varios estudos (Blum ef al., 1995%%; Falbo ef al., 1992%; Hughes ef al.,
1983“; Mendonga et al., 1996%) concluiram que as linhagens que
apresentavam a capacidade de produgfo desta toxina eram
visivelmente mais virulentas que as que nfo a produziam, uma vez que
a hemolisina pode atuar como fator de liberagio de ferro das células do

hospedeiro através da ruptura dos eritrocitos € outros tipos celulares.
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Nestes estudos, tal caracteristica também foi associada a capacidade de
adesdo em células epiteliais na presenga de manose. Hughes er al.
(1983 )" examinaram a produgio de hemolisina como um fator de
viruléncia em ITU assintomaticas e sintomaticas com casos de ITU.
Estes autores observaram que as linhagens hemoliticas apresentavam-
se, na maioria, como adesfio manose resistente. Estes autores, ainda,
conclurram que a produ¢do de hemolisina determina a atividade
citotoxica da linhagem uropatogénica e que, quando associada 2
caracteristica de resisténcia 4 manose, tal microrganismo possui
elevado potencial de viruléncia. Falbo ef 4l ® também estudaram a
expressdo de genes que codificam a produgio desta associacio 3
adesdo manose resistente, concluindo que sdo ligadas. Segundo estes
estudos, estas caracteristicas sdo codificadas por genes presentes em
regiGes conhecidas como “ilhas de patogenicidade™ (Pais). Esta
afirmac¢éo também ¢ feita por Blum er al"®. em seus estudos.

Os resultados do presente trabalho demonstraram que das
treze linhagens analisadas, 7 produziram hemolisina. Ao se associar
produgdo de hemolisina e adesdo positiva na presenca de manose em
células Hela neste trabalho, observou-se que dentre aquelas linhagens
que produziram tal substincia, 6 apresentaram este tipo de adesfo. Tais
resultados confirmam aqueles encontrados pelos estudos de Hughes et
al. (1983)™, Falbo ef al. (1992)* ¢ Blum ef al. (1995), segundo 0s
quats estas caracteristicas estariam associadas 3 viruléncia das
linhagens e codoficadas por genes localizados nas Pais. No entanto,

este trabalho ndo pode afirmar, como fizeram os autores citados, que



estas caracteristicas sfo expressas juntamente nas “ilhas de
patogenicidade”, j4 que ndo foi feito nenhum teste para se verificar a
presenga das mesmas.

Outra caracteristica possivelmente associadas a viruléncia de
linhagens de E. coli causadoras de ITU ¢ a capacidade de produgio de
aerobactina, um sideréforo que possibilita que as bactérias obtenham o
ferro necessario a sua sobrevivéncia a partir das células do
hospedeiro“”.

Johnson (1991)*" relatou que linhagens de E. coli que
apresentam o sistema aerobactina conseguem sobreviver mesmo em
condi¢des com baixas concentragdes de ferro. Demonstrou, ainda, que
h4 uma associagdc para a expressio de aerobactina e a fimbria P, mas
ndo existe tal associag@io entre a aerobactina e a hemolisina. Segundo
Johnson, 1sto ocorre porque as regides génicas para a expressdo de
aerobactina diferem conforme o fator de viruléncia em associa¢io com
a mesma.

Os resultados da analise das treze linhagens de E. coli
estudadas demonstraram que dentre estas, 4 apresentaram a producio
de aerobactina. Se dentre estas linhagens que apresentaram aerobactina
se observar a capacidade de producfo de hemolisina, verifica-se que 2
linhagens o fizeram. Porém, se se voltar a analisar aquelas linhagens
que produziram hemolisina (7), constata-se que apenas 2 apresentaram
aerobactina. Portanto, os resultados encontrados neste trabatho

corroboram com aqueles relatados por Johnson (1991)*, uma vez que
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parece ndo existir uma associacdo entre a expressio de aerobacting ¢
hemolisina.

Ao se correlacionar a capacidade de adesio manose
resistente, em c€lulas HeLa, com a produgiio de aerobactina, verifica-
se que dentre as linhagens que apresentaram aerobactina, apenas 2
linhagens aderiram. Frente a estes resultados néo se pode afirmar que,
necessariamente, estes fatores estejam associados.

A absorgc por bactérias do corante vermelho de Congo, em
meio de cultura, é um teste que pode indicar a existéncia de um
possivel fator de viruléncia, uma vez que estudos ja realizados™ nesta
area indicam que linhagens consideradas mais virulentas apresentam a
capacidade de absor¢do deste corante.

O estudo das treze linhagens de E. coli analisadas neste
trabalho mostrou que, dentre elas, 11 foram capazes de absorver o
corante vermelho de Congo. Este resultado confirma aquele encontrado
por Payne and Finklestein (1977)™.

A0 se correlacionar a absorcio deste corante com outros
possiveis fatores de viruléncia constatou-se que, dentre estas linhagens
(11), 6 produziram hemolisina, 4 apresentaram produgio de
aerobactina e 8 apresentaram capacidade de adesfio manose resistente
em celulas Hela. Estes resultados sugerem que pode haver uma
correlagdo entre a capacidade de adesiio e¢ de absor¢fio do corante
vermelho de congo, j4 que um grande numerc de linhagens (8)
apresentaram a duas caracteristicas. Também hi uma porcentagem

significativa na associagdo do corante ¢ capacidade de producdo de



hemolisina. No entanto, nfo se pode afirmar que os genes responsaveis
pela expressio destes fatores de viruléncia estejam localizados em uma
mesma regido génica como em “ilhas de patogenicidade”, uma vez que
ndo foram realizados testes para verificar esta caracteristica.

Os resultados dos testes de hemolisina, aerobactina,
vermelho de Congo ¢ adesdo foram analisados conjuntamente e se
verificou gue 2 (DT, 189) das treze linhagens apresentaram resultados
positivos para os testes citados, sugerindo que as mesmas poderiam
apresentar uma identidade genética.

A estrutura clonal das linhagens de E. coli estudada neste
trabalho foi analisada segundo o perfil eletroforétido plasmidial, o
perfil eletroforético de DNA através de nbotipagem e o perfil de
isoenzimas, sendo os mesmos de grande importincia na caracterizago
de cada linhagem e na analise da existéncia de semelhancgas evolutivas
ou nio entre elas.

Segundo Selander er al. (1986)*, o perfil eletroforético de
isoenzimas tem sido o método utilizado para estudos genéticos de
populagdes ¢ sistemas eucaridticos e, mais recentemente, na anglise da
diversidade genética ¢ na estrutura de populagbes naturais de uma
variedade de espécies bacterianas. Em sua publicagdo, este autor
questiona a capacidade do teste em revelar a verdadeira variagdo
genética dentre as diversas espécies. O objetivo primario destas
investigagSes for estimar a relagdo genOmica dentre as  diversas

linhagens. Para este propdsito, um grande nimero de locus enzimaticos
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foram utilizados, mmimizando o erro estimadc nos resultados da
variagdo interlocus, na diversidade e na taxa de mudanca evolutiva.

O perfil eletroforético de isoenzimas das linhagens em
questdo nos permitin, a construgdo de um dendograma segundo as
dessemelhangas genéticas das linhagens de E. coli uropatogénicas
neste trabalho.

Este dendograma separou tais linhagens em dois grupos
distintos, A ¢ B. Ao se correlacionar estes grupos com os testes de
hemolisina, aerobactina, vermelho de Congo e adesfio, encontramos
uma caracteristica predominante somente no grupo B no que diz
respelto ao teste de adesdo, uma vez que todas as linhagens do mesmo
(28, 66, 178, 189) apresentaram resultado positivo para este teste na
auséncia e na presenca de manose.

Uma consideracdo, a qual pode ser feita, diz respeito as
linhagens que apresentaram adesdo sensivel : todas elas (63, 81, 154,
198) apresentam-se no grupo A.

.. Atraves do dendograma. verificou-se. que as linhagens DT,
189, as quais apresentaram todos os resultados positivos para os testes
J& citados, o que poderia sugerir uma possivel semelhanca entre elas,
ndo possuiam identidade genética uma vez que pertencem a grupos
diferentes (A, B; respectivamente).

A linhagem 168 que apresentou como caracteristica
particular, no teste de adesfio, a grande destruigfio celular localiza-se

no grupo A, onde verifica-se que a capacidade de lise celular ndo pode



ser usada como técnica de identificacfo, apesar desta ser uma
caracteristica de patogenicidade.

O perfil eletroforético do DNA através de nibotipagem ¢
outro teste que indica possiveis semelhangas genéticas para que se
possa estabelecer uma possivel origem comum entre as linhagens
estudadas. Segundo Sarafian er al. (1991)*®, a principal vantagem do
método de ribotipagem ¢ que uma simples investigagdo pode ser
utilizada para estudar fragmentos genéticos de restricdo de RNAr de
muitas espécies bacterianas diferéntes, pois 0 RNAr tem sido altamente
conservado durante a evolugdo do que o restante do genoma. Ainda
segundo este auotor, a ribotipagem fornece um sistema altamente
reproduzivel ¢ € referéncia de um teste seguro®”. Portanto, este teste €
mais preciso ao comparar as dessemelhangas genéticas de linhagens do
que o teste de isoenzimas.

Também este dendograma separou as treze linhagens
estudadas neste trabalho em dois grupos C e D, diferentes daqueles
obtidos com a analise do perfil eletroforético de isoenzimas. Segundo a
sua analise, observou-se que as fnicas linhagens (63, 81) pertencentes
ao grupo D apresentaram adesdo negativa e nfo sdo capazes de
produzir hemolisina, porém apresentam maior dessemelhanca genética
quando estudadas através da técnica de ribotipagem do que através de
isoenzimas. Esta caracteristica se reflete, também, em relagfo as outras

linhagens estudadas.
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As linhagens DT e 189 apresentaram-se, neste teste, no
grupo C, representando um menor grau de dessemelhanca genética
quando comparado ao teste de isoenzimas.

Observou-se neste teste, também, que a linhagem 168
pertence ao grupo C e estd junto a linhagem DT, o que pode sugerir
uma semelhanga genética maior, entre as mesmas, do que aquela
verificada no dendograma de isoenzimas.

Linhagens que apresentaram perfis plasmidiais semelhantes
também foram analisadas segundo estes testes. E o caso das linhagens
198 € 202. As dessemelhancas genéticas apresentaram-se maiores no
dendograma de isoenzimas do que naquele segundo a técnica de
ribotipagem.

A extragdo do DNA plasmidial nos auxilia na analise dos
possiveis fatores de viruléncia, uma vez que correlacionando os testes
para estes fatores com o perfil eletroforético no gel de agarose

podemos verificar o aparecimento ou desaparecimento de plasmidios

~que estariam relacionados com estes fatores.

A analise do perfil plasmidial das linhagens de E coli
uropatogénicas mostrou algumas linhagens semelhantes como ¢ o caso
da 198 ¢ 202. No entanto, apesar dos perfis serem semelhantes para
DNA plasmidial, quando correlacionamos estes com os resultados do
teste de adesdo, observamos os resultados sfo opostos. O fato da
linhagem 198 apresentar adesio negativa e a linhagem 202 adesfio
manose resistente sugere que a caracteristica de adesdo ndo é de

carater plasmidial. Estas linhagens apresentam resultados opostos



também para o teste de aercbactina, também mdicando um carater nfo
plasmidial. No entanto, os resultados sdo semelhantes para os testes de
hemolisina e absorgdo do corante vermelho de congo.

Varios estudos®+@s+ti%relataram que linhagens de E. coli
responsaveis por ITU agridem as camadas uroepitelials dos
hospedeiros através de sua ades#o, e possivel mvasdo, as células deste
epitélio. Estas linhagens também podem produzir toxinas, como a
hemolisina, que sfo prejudiciais as células uroepiteliais, uma vez que
podem ocasionar as ruptura das mesmas.

Por esta razdo, o teste de invasfio foi realizado com as
linhagens (DT,28, 33, 46, 66, 168, 178, 189, 202) que apresentaram
resultado positive para o teste de adesdo em células Hel.a.

Os resultados deste teste, quando analisados ao microscopio
Optico, mostraram que dentre as 9 linhagens 5 delas aparentemente
invadiram as células Hela, demonstrando que possivelmente estas

foram capazes de lisar a camada de células Hela e, talvez, poderiam
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também _ causar = destruicdo uroepitelial. Dentre  estas linhagens

encontrou-se a linhagem 168, confirmando mals uma vez sua
capacidade acentuada de destrui¢do celular.

A linhagem DT por ter sido isolada de um caso de
pielonefrite, foi mais estudada.

A microscopia optica do teste de invasdo da hnhagem DT
mostrou um resultado positivo, no entanto, o resultado para este
mesmo teste na microscopia eletrénica mostrou resultado negativo,

Frente a este fato, este trabalho sugere que, para se obter uma maior
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segurancga do resultado, seja feita a microscopia eletrénica para todos
os testes de invasfio que possam ser observados a microscopia dptica,
além do teste de sensibilidade & gentamicina.

A mutagenicidade da linhagem DT com o transposon
TnphoA resultou em 31 linhagens mutantes as quais foram testadas
quanto a capacidade de adesfio em células Hela e caracterizadas
segundo seus perfis plasmudiais. Os resultados dos testes de adeséio
mostraram que dos 31 mutantes, 5 apresentaram adesfic manose
sensivel, indicando que o processo de mutagénese com o transposon
TnphoA fol capaz de inibir 2 expressdo de um outro tipo de fimbria que
ndo a do tipo 1, a qual ainda se encontra presente, porém todos os
testes realizados com estas linhagens (SDS-page e proteinas de
superficie) nfo indicaram uma possivel auséncia de uma ou mais
subunidades protéicas.

Analisando-se os perfis plasmidiais da linhagem DT e de

seus mutantes, verificamos que muitos deles perderam o plasmidio de

_.maior peso molecular presente na linhagem seivagem. Tal caracteristica

poderia explicar a perda de adesdo naquelas cinco linhagens mutantes,
porém a perda deste plasmidio também ocorreu em outros mutantes
que aderem na presenca de manose. Este fato sugere que a perda de
adesfio naqueles mutantes ndo esta relacionado aquele plasmidio.
Verificou-se o surgimento de uma nova molécula plasmidial,
a qual foi encontrada nas linhagens mutantes 1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 11,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, que

sugere duas possibilidades : (1) um estado original de recombinacfo
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entre plasmidios diferentes®”, o qual, devido aoc processo de
mutagénese, tornou-s¢ mstavel originando, agora, um plasmidio de
menor peso molecular; (2) uma integracdo estdvel de plasmidio no
cromossomo bacteriano que, devido ao processo de mutagénese,

excisou-se, originando o plasmidio em questio.



7. Conclusio

Através deste trabalho pudemos concluir que uma
caracteristica comum a maioria das linhagens estudadas (9) é a adesdo
manose resistente € que as mesmas o fazem, em grande parte, através
da forma agregativa.

Também concluimos que a linhagem DT ndo é do tipo
invasiva € que para a confirmacdo desta caracteristica nas demais
linhagens seria conveniente a observagdo do teste ac microscépio
eletr6nico ou a confecgdo de teste de sensibilidade 4 gentamicina.

A associagdo de fatores como a produgio de hemolisina,
absor¢do do corante vermelho de Congo e a presenca de aerobactina,
demonstrou haver uma possivel relacio com o aumento de
patogenicidade nas linhagens bacterianas que a apresentaram. No
entanto, ndo foi possivel, através das técnicas realizadas neste estudo,
verificar se tais fatores de patogenicidade sfo expressos através das
regides ditas “ilhas de patogenicidade™.

Com relago a estrutura clonal das linhagens de E. coli
uropatogénicas, ndo foi possivel estabelecer semelhancas genéticas
caracteristicas dentre elas através dos perfis eletroforéticos de
isoenzima, de ribotipagem e de DNA plasmudial.

Através do perfil eletroforético do DNA plasmidial

concluimos que a caracterisitica de adesfo n#o € de carater plasmidial.
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Abstract

Thirteen E. coli strains isolated from Clinical Hospital
patients of the State University of Campinas (UNICAMP) that suffered
of urinary tract infection or pyelonephritis, were studied regarding their
biochemical characterisitic  (isoenzymes eletrophoretic  profile),
molecular characteristics (plasmid profiles, DNA profile by PFLP of
tRNA) and pathogenicity characteristics (hemolysin and aerobactin
production, in vivo absorption of Congo red dye and in vivo capacity of
adherence and invasion in HeLa cells). One strain was mutagenised in
order of locating possible genes involved with pathogenicity. The
results obtained by isoenzymes and RFLP eletrophoretics profiles
allowed the construction of dissimilarity dendograms os differents
strains. With the exception of adherence capacity, none of the others

studied characteristics could be associated with pathogenicity.
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