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RESUMO

Foram analisadas 30 cepas uropatogénicas de Escherichia coli quanto a
expressdo de trés fatores de viruléncia: hemaglutinagdo, adesdo a células epiteliais e
produgdo de hemolisina. A pesquisa de hemaglutininas revelou a seguinte expressdo
fenotipica entre os isolados clinicos: 40% aglutinaram eritrocitos de cobaia na
auséncia de D-manose (cepas manose-sensiveis - MS); 13,3% aglutinaram eritrocitos
humanos na presenga de D- manose (cepas manose-resistentes — MR); 30% das cepas
apresentaram os dois padrdes de hemaglutinagdo (cepas MRMS) e 16,6% das cepas
ndo expressaram as hemaglutininas pesquisadas. A presenga de hemolisina ocorreu em
26,6% das cepas e sempre foi acompanhada da expressdo de hemaglutininas MS. As
cepas com fendtipo hemaglutinante MRMS e hemoliticas provocaram descolamento
das monocamadas de células HEp-2 das laminulas. Todas as cepas com
hemaglutininas MR aderiram a linhagem celular, enquanto que as cepas somente com
hemaglutininas MS aderiram- em menor grau e as cepas ndo hemaglutinantes
praticamente ndo aderiram. Os resultados confirmam a hemaglutinagdo como fator de
viruléncia bacteriana e a relagdo direta entre hemaglutinagdo manose-resistente e
capacidade adesiva. As cepas que ndo expressaram hemaglutininas e adesinas também
ndo se apresentaram hemoliticas. Esses dados sugerem a interferéncia de outros fatores
de viruléncia, ndo contemplados nesta pesquisa, atuando no potencial patogénico
dessas cepas.

Palavras-chave: Infecgdo urinaria, adesdo bacteriana, Escherichia coli uropatogénica.
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ABSTRACT

Thirty uropathogenic strains of Escherichia coli were analyzed regarding the
expression of virulence factors: hemagglutination, adhesion to epithelial cells and
production of hemolysin. The analysis of hemagglutinins revealed the following
phenotypical expression between the clinical isolates: 40% agglutinated red blood cells
of guinea pigs in the absence of D-mannose (mannose - sensitive strains — MS); 13.3%
agglutinated human red blood cells in the presence of D-mannose (mannose-resistant
strains — MR); 30% of the strains showed the two hemagglutinin patterns (MRMS
strains) and 16.6% of the strains did not express the hemagglutinins that were studied.
The presence of hemolysin occurred in 26.6% of the strains and was always
accompanied by the expression of MS hemagglutinins. The strains with a MRMS
hemagglutining phenotype that were also hemolytic caused detachment of HEp-2 cell
monolayers from glass coverslips. All the strains with MR hemagglutinin adhered to
the cell lineage, while the strains only with MS hemagglutinin were less adherents and
the non-agglutinating strains did not adhere at all. The results confirm
hemagglutination as a bacterial virulence factor and the direct relationship between
mannose-resistant hemagglutination and adhesive ability. The strains that did not
express hemagglutinins and adhesins did not prove to be hemolytic either. These data
suggest the interference of other virulence factors, not focused in this research work,
acting on the pathogenic potential of these strains.

Key words: Urinary infection, bacterial adhesion, uropathogenic Escherichia coli.
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1 INTRODUCAO

Os acometimentos clinicos caracterizados por infec¢do do trato urinario
englobam a presenga de microrganismos em estruturas do trato urinério, estendendo-se
desde os rins até o meato uretral. As anormalidades podem variar desde a simples
colonizagdo da wurina por bactérias, caracterizando o quadro de bacteriuria
assintomatica, ou a ocorréncia de cistites nas quais infecgGes sintomaticas
comprometem a bexiga, ou infecgdes renais configurando a pielonefrite (KUNIM,
1991).

As infecgBes do trato urinario estdo entre as doengas de origem infecciosa mais
comuns, acometendo milhdes de pessoas anualmente e causando consideravel
morbidade e mortalidade. Evidéncias epidemioldgicas apontam a bactéria Escherichia

coli como o principal agente etiologico dessas infecgdes (WARREN, 1996).

O trato urinario € estéril acima do nivel uretral. A resisténcia do hospedeiro a
bacteriuria tem sido atribuida ao mecanismo de fluxo urinario e as defesas
imunolégicas inespecificas. Os processos infecciosos sdo deflagrados quando a
bactéria é capaz de vencer esses mecanismos de defesa e ascender via uretral. Assim, a
migragdo bacteriana para o interior do trato urinario requer aderéncia eficaz ao
uroepitélio para que haja resisténcia as correntes do fluxo urinario (EDEN, 1986). O
revestimento da vagina e uretra é constituido de tecido epitelial estratificado escamoso.
O epitélio da uretra proximal, bexiga, ureteres e pélvis renal é considerado
transicional, ou seja, o numero de camadas celulares € o formato variam com a
distensdio. Em contraste, o epitélio dos tibulos renais ¢ composto por uma wunica
camada formada por células altamente especializadas, que apresentam mecanismos de
transporte eficazes: secretam ativamente e absorvem agua, ions e outras substancias da
urina. Essas variagdes estruturais de superficie resultam em diferengas de pH,

osmolaridade e pressdo dentro de um mesmo ambiente anatomico. Para que ocorra a
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colonizagdo desse epitélio complexo é necessario haver especificidade nas ligagoes de
moléculas adesivas bacterianas a receptores de superficie das células uroepiteliais

(DONNENBERG; WELCH, 1996).

Dentre os fatores de viruléncia bacterianos, a adesdo € o fendmeno que
apresenta a melhor associagdo com a patogenicidade in vivo. Dessa forma, constitui o
primeiro passo € o0 mais importante no estabelecimento do processo infeccioso nas
superficies mucosas. Desde que aderidas, as bactérias podem crescer, reproduzir e
formar uma massa capaz de expressar outras proteinas, como toxinas e hemolisinas,
em niveis que garantam o seu estabelecimento no organismo do hospedeiro

(ROBERTS, 1987; BROGDEN, 1995).

Ensaios de adesdo in vitro, que estabelecem contato da bactéria com células
epiteliais de mamiferos, indicam uma forte correlagdo entre aderéncia e a severidade
da infec¢do urinaria. As cepas de E. coli, isoladas a partir de casos de pielonefrite
aguda, demonstram uma maior taxa de adesdo quando comparadas com espécimes
1solados de bacteriiria assintomatica ou cepas pertencentes a microbiota intestinal
(EDEN, 1986). Ainda nio se sabe claramente o que leva uma bactéria da microbiota

normal expressar mecanismos de viruléncia que a transforme em cepa patogénica.

A literatura referente a adesdo bacteriana usa de forma intercambiavel o termo
pili, pilus ou fimbria para designar os apéndices bacterianos de superficie usados para
a aderéncia a receptores das células do hospedeiro. Segundo TORTORA, FUNKE e
CASE (1995), o pili esta associado ao fendmeno de conjugagdo bacteriana, enquanto
que a fimbria atua no processo de adesdo. Porém, as fimbrias ndo sdo o inico modo de
ligagdo, ja que a bactéria pode apresentar moléculas adesivas sobre toda a sua
superficie, incluindo membrana externa ou material capsular (BROGDEN, 1995). Este

trabalho se referira a pili, pilus ou fimbria considerando-as como estruturas similares.

Estudos de DUGUID, CLEGG e WILSON (1979) permitem identificar nas
cepas de E.coli dois tipos principais de hemaglutininas fimbriais: 1- a hemaglutinina
manose-sensivel (MS) associada a fimbria tipo 1 e cuja hemaglutinagio (HA) a

eritrocitos de cobaia é inibida por D-manose; 2- a hemaglutinina manose-resistente
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(MR) insensivel a agdo da D-manose e associada a fimbria P. A denominagdo de
fimbria P deve-se a sua associagdo com pielonefrite aguda em humanos e ao fato de ter
especificidade para receptores presentes em glicoesfingolipideos de antigenos do

grupo sangiiineo P (ROBERTS et al., 1994; SVANBORG; GODALY, 1997).

Além da fimbria P, outras adesinas podem conferir hemaglutinagdo manose-
resistente, porém, a epidemiologia de infecgdes urinarias causadas por cepas de E. coli
produtoras dessas adesinas, ainda ndo esta totalmente esclarecida (DONNENBERG;
WELCH, 1996).

PARRY et al. (1983) relacionam a severidade da infecgdo urinaria com
hemaglutinagdo manose-resistente (MRHA) na seguinte ordem: pielonefrite, cistite e
bacteriuiria assintomatica. A ordem inversa foi observada em cepas apresentando

hemaglutinagdo manose-sensivel (MSHA) ou em cepas ndo aglutinantes.

A hemolisina produzida por cepas de E. coli consiste em uma toxina citolitica
que atua na membrana celular dos eritrécitos gerando lesdes que levam a lise celular.
Entretanto, a agdo sobre células nucleadas ainda n3o foi investigada (MOAYERI;
WELCH, 1994). Varios trabalhos tém relacionado a produgdo de hemolisina com o
potencial de viruléncia de cepas de E. coli uropatogénicas (GREEM; THOMAS, 1981;
IKAHEIMO et al., 1993; IKAHEIMO et al., 1994).

Além das propriedades adesivas, hemoliticas e hemaglutinantes, varias outras
podem contribuir para o potencial patogénico das cepas uropatogé€nicas de E. coli.
Porém, TULLUS et al. (1991) ao analisarem a importincia de oito fatores de
viruléncia em cepas de E. coli pielonefritogénicas, observaram que somente esses trés

(hemaglutinagio, adesdo e hemolise) estdo estatisticamente associados com viruléncia.



2 JUSTIFICATIVAS E OBJETIVOS

Experimentos in vitro evidenciam que € possivel evitar a colonizagdo das
superficies mucosas através da exposi¢do prévia, das bactérias a concentragdes
subletais de agentes antimicrobianos. Na pratica, esses dados teéricos constituem a
base dos regimes profilaticos de baixas doses terapéuticas utilizadas na prevengado das
infec¢Oes urinarias em pacientes de risco (gestantes, imunossuprimidos). Porém, a
principal contra-indicagdo da profilaxia antimicrobiana é que seu uso prolongado pode
vir a selecionar mutantes resistentes aos antibidticos empregados. As pesquisas que
investigam a imunoterapia como instrumento para a prevengdo de infecgdes urinarias
ainda nio apresentam dados conclusivos quanto a agdo de vacinas direcionadas contra
moléculas adesivas da E. coli sobre a microbiota intestinal. Da mesma forma, faltam

experimentos clinicos que garantam a eficicia e a seguranga desses imunoterapicos

(SERVICE, 1997; JIAN; FUSCO, 2000).

Atualmente as pesquisas, nessa area do conhecimento, estdo direcionadas para
o estudo dos diferentes mecanismos de viruléncia dos microrganismos, prevendo-se
que, dessa forma, obter-se-d0 bases seguras para o desenvolvimento de uma terapia

racional na prevengdo e tratamento das infec¢des urinarias.

Portanto, este trabalho tem por objetivo selecionar 30 cepas uropatogénicas de
E. coli da urina de pacientes do Hospital de Clinicas (UFPR) e pesquisar, nessas cepas,
a expressdo dos seguintes fatores de viruléncia: hemaglutinagdo, adesdo celular e
produgdo de hemolisinas. A analise subseqiiente dos dados obtidos tentara relacionar a
expressdo desses fatores de viruléncia entre si € com as condigdes experimentais

empregadas.



3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 INFECCOES DO TRATO URINARIO

O trato urinario € dividido em duas regides: 1- superior, que compreende rins,
pelve renal e ureteres; 2- inferior, que corresponde a bexiga e uretra. As infecgdes do
trato urindrio sdo geralmente ascendentes, isto €, os microrganismos da area periuretral
ascendem através da uretra até a bexiga e via ureteres podem alcangar os rins. Embora
menos comuns, as infecgdes do trato urinario superior podem originar-se por via
hematogénica em pacientes com septicemia. As caracteristicas anatémicas do trato
urinario tornam-no suscetivel a colonizagGes e infec¢des por microrganismos
exogenos. Segundo estatisticas americanas, as infec¢des do trato urinario estdo entre as
infec¢des bacterianas mais comuns, perdendo apenas para as infecgGes do trato
respiratorio. A admissdo em hospitais, na maioria das vezes por pielonefrite aguda, é
estimada em cerca de 100.000 casos por ano nos Estados Unidos. As infecgGes
urinarias constituem a fonte mais comum de bacteriemia (KUNIN, 1991; WARREN,
1996). Estima-se que a incidéncia anual de cistite em mulheres americanas seja de 0,5
a 0,7 episodios por ano, sendo que cerca de 25% dessas pacientes podem desenvolver

infecgbes recorrentes (STAPLETON, 1999).

Embora as estatisticas brasileiras em relagdo a infec¢des do trato urinario,
caregam de dados mais abrangentes, ¢ plausivel que esse problema seja agravado
devido as condig¢des precarias de nossa populagdo, em relagdo a saude e higiene,

constituindo um custo substancial para a sociedade.

As infecgdes do trato urinario se manifestam principalmente sob trés entidades
clinicas: cistite, pielonefrite e bacteriuria assintomatica. A cistite é uma infecgdo
restrita a bexiga e caracterizada por disiria (dor ao urinar), urgéncia e freqii€ncia
urinaria, causando as vezes desconforto na forma de dor supraptibica. A pielonefrite

refere-se a inflamagdo dos rins e estruturas adjacentes (pelve renal), sendo que
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nenhum agente especifico ¢ apontado como responsavel nessa definigdo ampla. A
pielonefrite bacteriana aguda constitui uma sindrome clinica caracterizada por febre,
dor lombar, mal-estar geral freqiientemente acompanhado de nauseas, vOmitos e
fadiga. Os sintomas de cistite podem ou ndo estar presentes na pielonefrite. A
pielonefrite bacteriana cronica € o termo usado para designar a presenga de infecgdes
de longa duragdo com crescimento bacteriano ativo ou de lesdo residual produzida no
passado mas inativa no momento. Niveis elevados de proteina C-reativa, altas taxas
de sedimentagdo eritrocitaria, diminui¢do da fung¢do de concentragdo renal,
leucocitose, leucocituria (leucocitos na urina) e bacteritiria (bactérias na urina) sdo
achados laboratoriais que podem estar presentes nos casos de pielonefrite em graus
variaveis de acordo com a complexidade e forma da lesdo. A bacteritiria
assintomatica ¢ comumente detectada apenas ao nivel laboratorial e sempre tem o

potencial de emergir como infecgdo sintomatica (KUNIN, 1991; WARREN, 1996).

A maioria dos casos de infecgdo do trato urinario ocorre em pacientes higidos,
sem lesdes no trato urinario nem doengas sist€émicas predisponentes. Nesse caso, a
infeccdo € denominada descomplicada e tem como agente etiologico,
predominantemente, a bactéria E. coli. Por outro lado, as infec¢des complicadas
ocorrem, em geral, em dois grupos de pacientes. O primeiro grupo compreende
aqueles que albergam corpos estranhos no trato urindrio (préteses ou rim
transplantado), individuos com defeitos anatomicos no trato urinario (refluxo
vesicureteral e obstrugdes) e pacientes submetidos a instrumentalizagdo. O segundo
grupo inclui hospedeiros suscetiveis a infecgdes como os imunossuprimidos de forma
geral (WARREN, 1996).

A infec¢do urinaria complicada tem as seguintes caracteristicas: pode ser
causada por um amplo espectro de microrganismos, a resposta a antibioticoterapia €
menos preditiva e, geralmente, ocorrem reincidivas com 0 mesmo microrganismo. As
cepas de E. coli sdo isoladas com menor freqii€ncia em infecgdes urinarias
complicadas e apresentam-se expressando menos fatores de viruléncia quando
comparadas com cepas isoladas de infecgdes urinarias descomplicadas. Esse

comportamento deve-se, provavelmente, as condigdes do hospedeiro que dispensam a
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presenga de mecanismos especiais de viruléncia nas cepas bacterianas infectantes

(RUBIN; RUBIN, 1997).

A urina é um ultrafiltrado estéril do sangue que, na auséncia de infec¢des
urinarias, origina-se a partir dos rins e bexiga livres de microrganismos. Durante a
passagem pela uretra, um pequeno numero de bactérias pertencentes a microbiota
local pode ser carreado pelo fluxo urindrio € contamina-la. Para se distinguir entre a
simples presenga de contaminantes de uma “bacteriiria significativa”, composta por
microrganismos que estdo realmente se multiplicando na urina e sdo provenientes de
tecidos infectados, ha necessidade de se proceder a culturas quantitativas de urina.
Quando esse procedimento ¢ realizado, a urina normal ndo apresenta bactérias ou, no
maximo, um nivel de contaminag¢do de 10.000 unidades formadoras de colonia por
mililitro (UFC/mL). Porém, a cultura de urina proveniente de paciente no qual as
bactérias estdo se multiplicando na bexiga apresenta cifras iguais ou superiores a
100.000 UFC/mL. O conceito de “bacteriuria significativa” associado a contagens de
10> UFC/mL ou mais ndo ¢ absoluto uma vez que contagens menores, entre a faixa
de 10’ a 10° UFC/mL, também podem ser obtidas a partir da urina de pacientes
infectados. Ha varios fatores que afetam o crescimento bacteriano na urina, como a
diferenga nas taxas de replicagdo de cada espécie bacteriana; variagdes no fluxo, no
pH e na composi¢do quimica da urina; tempo de incuba¢do do microrganismo na
bexiga; ou o uso de agentes antimicrobianos que podem suprimir o crescimento

bacteriano (KUNIN, 1991).

3.2 INFECCOES DO TRATO URINARIO: FATORES PREDISPONENTES E
EPIDEMIOLOGIA

A epidemiologia das infecgdes do trato urinario pode ser analisada sob
diferentes angulos: microrganismos prevalentes, natureza do hospedeiro conforme o
sexo, a idade, os fatores de risco, atividade sexual e estado de secretor dos grupos

sangiiineos A, B, H e de Lewis.

Em relagdo ao agente etiologico, dados epidemioldgicos apontam os bacilos
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Gram-negativos (BGN) pertencentes a familia Enterobacteriaceae como os principais
causadores de infecgdes do trato urinario. Entre os géneros dessa familia, a E. coli é o
microrganismo mais isolado de urina de pacientes portadores dessas infecgoes,
correspondendo a 80% dos casos de infec¢des urinarias descomplicadas, € com taxas
de recuperagdo em cistite feminina de 75 a 80%. Outras enterobactérias que também
sdo isoladas em culturas de urina, porém, menos freqiientemente, sdo a Klebsiella
pneumoniae € o Proteus mirabilis. Entre os cocos Gram-positivos (CGP), o
Staphylococcus saprophyticus € o segundo germe isolado de infecgdes urinarias
descomplicadas em mulheres jovens, embora apare¢a muito atras da E. coli. Em
infecgbes urinarias complicadas, a incidéncia de E. coli € menos proeminente, sendo
1solados outros organismos Gram-negativos entre os quais encontram-se: Enterobacter
sp, Pseudomonas sp, Providencia sp € Morganella sp, além de organismos Gram-
positivos como Enterococcus sp, Streptococcus sp, Staphylococcus aureus e leveduras,

particularmente Candida sp (WARREN, 1996).

A propor¢do entre individuos do sexo masculino e do sexo feminino para
infecgdes sintomaticas do trato urinario € de 2,5:1 no primeiro més de vida e
gradualmente muda para 1:30 na idade de 10 anos. Dentro de um ano, a partir da
infecgdo inicial, a recorréncia ocorre em cerca de 25% dos meninos ¢ 40% das
meninas. Multiplas recorréncias sdo mais comuns em meninas € estdo associadas ao
incremento na colonizagdo periuretral por bactérias fecais como a E. coli, ou de
bactérias da microbiota da pele como o S. saprophyticus. Sdo observadas cicatrizes
renais em cerca de um tergo das criangas com pielonefrite aguda, fato que as torna
grupo de risco, quando adultas, para hipertensio, disfungdo e falha renal.
Epidemiologicamente, essas cicatrizes podem estar associadas com refluxo
vesicureteral, condigdo que permite o refluxo da urina para um ou ambos os rins
(WARREN, 1996). Entre adultos saudaveis e com trato urinario normal, as mulheres
representam 90% dos pacientes com infecgdes do trato urinario e, dessas, 95%
desenvolvem sintomas de cistite. A incidéncia de cistite em mulheres comega na
puberdade e continua na idade adulta, de forma que é estimado um valor em torno de

40% de mulheres que apresentardo um episodio de cistite durante suas vidas. Apos o
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primeiro episodio cerca de 30% das mulheres terdo infec¢es recorrentes €, desses
casos recorrentes, 75% serdo sintomaticos, sendo 95% episodios de cistite € 5% de
pielonefrite aguda. Nessas mulheres com infecgdes recorrentes do trato urinario, uma
colonizagido periuretral de longa duragdo com a bactéria infectante freqiientemente
precede o processo infeccioso. Células epiteliais obtidas da regido periuretral, vaginal
e bucal dessas pacientes com infecgdes recorrentes demonstram maior receptividade
para cepas de E. coli (WARREN, 1996). Em mulheres ocorre uma associagdo entre
atividade sexual e infecg¢des urinarias uma vez que, durante o intercurso sexual,
bactérias colonizadoras da area periuretral podem ser introduzidas na uretra e
progredir ao nivel de bexiga ou rins. A hipétese de transmissdo sexual de uropatdgenos
tem sido investigada, mas encontram-se poucos estudos a respeito (FOXMAN et al,,
1997). O uso de diafragmas vaginais também tem sido relatado como fator
predisponente para o incremento nas taxas de infecgOes urinarias entre mulheres
jovens (KUNIN, 1991).

A incidéncia de bacteritria € alta em gestantes (6 - 14%). Quando essas
pacientes ndo sdo tratadas, podem desenvolver pielonefrite nos estagios mais tardios
da gravidez ou terem partos prematuros com recém-natos de baixo peso (REID et al.,

1983).

Em homens, apds a infincia, a incidéncia de infecgdes do trato urinario diminui
marcantemente. Presumivelmente, a epiderme periuretral seca do sexo masculino ¢
menos colonizada por uropatogenos em relagdo a area periuretral mucosa das
mulheres. Em homens idosos a ocorréncia de infecges urinarias freqiientemente €

associada com hipertrofia benigna da prostata (WARREN, 1996).

Individuos com anomalias urogenitais, como distensdo aumentada da bexiga
advinda de obstru¢do do fluxo causada por litiase, neoplasias ou ma formagdo
congénita, sdo particularmente suscetiveis a infecgdes do trato urinario. O mecanismo
valvular vesicureteral, em condi¢es normais, previne refluxo da urina da bexiga para
os ureteres, quando comprometido pode originar infecgdes da pélvis renal, como as
pielonefrites (WARREN, 1996).
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PARSONS, POLLEN e ANWAR (1980) pesquisaram a agdo antiaderente de
glicosaminoglicanas (GAGs) sulfatadas produzidas por células do epitélio transicional
da bexiga. Essas GAGs estdo presentes em varias superficies mucosas e o fato de
serem extremamente hidrofilicas origina uma camada de 4gua na superficie epitelial
integra. Considerando que a interagdo entre a célula bacteriana e a célula eucaridtica
requer um ambiente hidrofébico, a presenga de moléculas de agua compromete a
adesdo celular. Dessa forma, a integridade do tecido ¢ um fator fundamental de
resisténcia do hospedeiro aos processos infecciosos. Na pratica clinica observa-se que
injurias teciduais causadas por corpos estranhos, como a inser¢do de cateteres, entre

outros, constituem fatores que predispdem o individuo a infec¢des do trato urinario.

Estudos de colonizagio bacteriana in vitro, que utilizam ensaios de aderéncia,
sugerem uma predisposicdo hereditaria para recorréncias de infecgdes do trato
urinario. Individuos nio secretores ou com baixos niveis de expressdo de alguns
grupos de antigenos sangiiineos, como o A, B, H e de Lewis, sdo suscetiveis a
infec¢Bes urinarias recorrentes (STAPLETON et al., 1998). Mulheres suscetiveis a
infecgdes recorrentes possuem, nas diferentes areas do trato urinario, alta propor¢io de
células-alvo com receptores para E. coli. A dimensdo, a natureza e a distribui¢do
dessas areas receptivas podem ser influenciadas por agdo de hormoénios, por auséncia
de secre¢do desses tipos sangiiineos (A, B, H e de Lewis) e por outros fatores do

hospedeiro, como uma deficiente resposta imune (REID; BROOKS; BACON, 1983).

Hospedeiros imunossuprimidos sdo particularmente predispostos a infecgdes
por bacilos Gram-negativos, os quais causam consideravel morbidade e mortalidade
nesse grupo. Como as infecgdes do trato urindrio sdo majoritariamente causadas por
bacilos Gram-negativos, pacientes diabéticos, transplantados com 6rgdos sdlidos,
neutropénicos em geral e aidéticos constituem hospedeiros suscetiveis para o
desenvolvimento dessas infecgdes, que se apresentam com graus. elevados de
severidade (RUBIN; RUBIN, 1997).

A ingestdo adequada de liquidos gera um mecanismo hidrodindmico que em

trato urinario sem anormalidades anatomicas ou funcionais promove uma eficiente
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diurese, que age diluindo o indculo bacteriano e, quando associado a micgdo regular,
origina um fluxo urinario capaz de eliminar as bactérias colonizadoras da uretra

(HUNT; WALLER, 1994; ECKFORD; KEANE; LAMOND, 1995).

O’GRADY e CATTELL (1966) demonstraram a agdo diluente da diurese
hidrica e da micgdo sobre a concentragdo de bactérias na urina. O tempo maximo de
geragdo de bactérias entéricas na urina ¢ de aproximadamente 20 minutos. O ideal é
que o volume de perfusdo seja adicionado pelo organismo de forma rapida e
suficiente, de modo a diluir o in6culo bacteriano pela metade a cada intervalo de
tempo em que ocorre duplicagdo bacteriana. Fundamentando-se nesses achados
HAARST, ANDEL e HELDEWEG (2001) enfatizam a necessidade de se incluir, na
anamnese de mulheres com infec¢Ges urinarias recorrentes, o controle do volume

miccional diario.

3.3 Escherichia coli

Esse microrganismo faz parte da microbiota intestinal de humanos, sendo que a
sua presenga em agua € considerada um indicador de contaminagdo fecal. Sdo bacilos
Gram-negativos com dimensGes aproximadas de 0,5 pum por 2um, anaerdbios
facultativos, pertencem a familia Enterobacteriaceae e , quando moveis, a motilidade
ocorre por agdo de flagelos peritriquios. Fermentam a D-glicose com produgdo de gas.
Embora fagam parte da microbiota do intestino de individuos saudaveis, em
organismos higidos ou imunocomprometidos, podem causar infecgdes extra-intestinais

e intestinais (BROCK; MADIGAN, 1991; MURRAY et al., 1999).

As cepas de E. coli uropatogénicas estdo também relacionadas com bacteriemia
e possuem elementos genéticos distintos que as distinguem de outras cepas de E. coli
pertencentes a microbiota intestinal, ou causadoras de outras doengas extra-intestinais

como meningite e sepsis neonatal (WARREN, 1996).



12

3.4 MECANISMOS DE PATOGENICIDADE BACTERIANA

As cepas de E. coli associadas com doengas extra-intestinais, como pielonefrite
e sepsis, apresentam aspectos fenotipicos especificos e constituem um grupo
heterogéneo de isolados expressando um niimero limitado de antigenos somaticos (O),
capsulares (K) e flagelares (H). As cepas virulentas de E. coli tipicamente carreiam em
sua molécula de acido desoxirribonucléico (ADN) grandes blocos de genes que
formam ilhas associadas a patogenicidade (PAI). Esses genes codificam a expressdo de
varios fatores de viruléncia: moléculas adesivas, toxinas (hemolisina formadora de
poro, lipopolissacarides), fator necrotizante citotéxico 1 (CNF 1), aerobactina (age no
seqiiestro do ferro sérico), antigenos capsulares, além de fatores que aumentam a
resisténcia bacteriana a atividade bactericida do soro (TULLUS et al., 1991;
FIORENTINI et al., 1995; MOBLEY, 2000).

Em cepas de E. coli associadas a pielonefrite aguda tem sido relatada a secregdo
de um sistema de autotransporte de proteinas (SAT). Nesse sistema, as proteinas sdo
translocadas através da membrana interna e, a partir dai, atravessam a membrana
externa com auxilio de uma porina com estrutura B-barril formada por dominios

autotransportadores carboxiterminais (MOBLEY, 2000).

3.5 RELEVANCIA DO PROCESSO DE ADESAO BACTERIANA

A capacidade de adesdo bacteriana a células epiteliais de mamiferos constitui
um importante passo no estabelecimento do processo infeccioso nas superficies
mucosas. Acredita-se que a aderéncia favore¢a os microrganismos por lhes permitir
resistir a a¢do de limpeza exercida pelas secregdes como lagrimas, saliva € urina. A
aderéncia promove também a ligagdo bacteriana ao tecido-alvo especifico dentro do
hospedeiro e, dessa forma, a bactéria pode se multiplicar e liberar moléculas de toxinas

em concentragdes mais elevadas (KUNIN, 1991).

O processo de adesdo requer uma interagdo molecular precisa entre os sitios

receptores das células do hospedeiro e as adesinas bacterianas, que sdo proteinas
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especializadas para essa finalidade. Essa ligagdo receptor-adesina deve ser capaz de
superar as forcas eletrostaticas repulsivas geradas pelas cargas negativas tanto da
superficie celular eucaridtica, quanto da superficie do corpo bacteriano. As adesinas
que funcionam sobre um meio-ambiente podem ndo funcionar ou ndo ser expressas em
outro sitio, além de que, os receptores eucariOticos para essas adesinas podem ser
restritos anatomicamente. A capacidade de variagdo de fase capacita o patogeno a se
adaptar a diferentes condigdes do meio. Os microrganismos que expressam uma
adesina especifica para os receptores de um sitio possuem vantagem seletiva sobre os
demais e conseguem estabelecer o seu nicho. Por outro lado, quando a expressdo de
uma adesina prejudica o microrganismo - por exemplo, estimula a resposta imune do
hospedeiro - pode ocorrer supressdo da sua expressdo através do fendmeno de variagdo
de fase (WARREN, 1996).

Segundo EDEN (1976), para muitas espécies bacterianas a adesdo as superficies
mucosas constitui um requisito essencial para o estabelecimento do processo
infeccioso. Assim como as cepas de estreptococos beta-hemoliticos, antes de causar
faringite, necessitam aderir 2 mucosa da cavidade oral, da mesma forma os gonococos
aderem ao epitélio vaginal e uretral nos estigios iniciais das uretrites. As bactérias
uropatogénicas ndo fogem a regra e, como as demais, necessitam aderir ao uroepitélio

para posteriormente provocar uma infecgdo.

A adesdo ao epitélio intestinal tem sido demonstrada como o primeiro estagio
da infecgdo causada por cepas de E. coli diarreiogénicas. O emprego de linhagens
celulares eucaridticas tem sido muito 1til para a detecgdo e caracterizagdo de
propriedades de viruléncia em E. coli, especialmente das cepas diarreiog€nicas, ou
seja, E.coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroinvasora (EIEC) e E. coli enterohemorragica (EHEC). Padrdes distintos de
aderéncia a certas linhagens celulares (HeLa ou HEp-2) permitem a identificagdo de
diferentes categorias de patogenos gastrointestinais, como E. coli enteroagregativa
(EaggEC) e E. coli com aderéncia difusa (DAEC) (MARQUES et al, 1995). A
aderéncia localizada € tipica de cepas de EPEC que se agrupam em microcolonias na

camada epitelial do intestino delgado. Nessa lesdo a bactéria se liga a borda dos
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enterocitos ocasionando destruigdo da superficie apical, sendo caracterizada pela
elevagdo da membrana celular com formagdo de uma estrutura em pedestal (ALBERT
etal., 1991; FOSTER et al., 1999). O mecanismo de formagao da aderéncia localizada
tem sido objeto de estudo, porém, ha muitas hipdteses e poucas certezas. Sugere-se
que ao se dividirem, as bactérias permanecem ligadas as células irmds através de
adesinas interespécies, que reconhecem tanto receptores da célula eucaridtica, quanto
da superficie bacteriana (ROTH et al., 1995). Esse arranjo espacial resulta em
microcolOnias apicalmente ligadas que funcionam como um organismo multicelular. A
aderéncia localizada é mediada por um plasmideo cujo produto génico é denominado
“fator aderente de EPEC” (EAF). A sonda de (ADN) construida especificamente para
a seqiiéncia génica EAF permite a identificacdo molecular das cepas de EPEC com
aderéncia localizada. O plasmideo EAF codifica para uma estrutura de adesdo
responsavel pela ligagdo inicial ao epitélio e subseqiiente formagdo de agregados
bacterianos através da ligagdo bactéria-bactéria, resultando na formagdo de
microcolonias com aspecto tri-dimensional (TOBE; SASAKAWA, 2001). Essa lesdo
¢ mediada por uma proteina de membrana externa, de codificagdo cromossomica,
denominada “intimina”, porém, segundo FOSTER et al. (1999), cepas diarreiogénicas
de E. coli que ndo expressam intimina também podem aderir a células epiteliais
intestinais e provocar lesdes. Outras adesinas de origem cromossomal tém sido
implicadas na formagdo da lesdo codificada pelo plasmideo EAF e se encontram sob

investigacio.

A categoria de E. coli diarreiogénica definida como EAggEC produz um padréo
de adesdo a células HEp-2 caracterizado pela ligagdo a superficie celular na forma de
“pilhas de tijolos”. O fendtipo de aderéncia agregativa esta associado a presenga de um
plasmideo para cuja seqii€ncia génica foi desenvolvida uma sonda de ADN. Ensaios
de hibridizagdo permitem a identificagdo molecular dessa propriedade adesiva

(GOMES; ABE; MARQUES, 1995).

Os tipos celulares que constituem o epitélio do trato urinario diferem na
capacidade de ligagdo a bactérias aderentes. As cepas pielonefritogénicas de E.coli

reconhecem receptores tanto de células transicionais dos ureteres € bexiga quanto de
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células escamosas da uretra e genitalia externa. As cepas ndo pielonefritogénicas, por
sua vez, ligam-se preferentemente a receptores de células escamosas (EDEN, 1986).
Ao contrario do que ocorre com as cepas de £. coli diarreiogénicas em relagdo as
cepas de E.coli uropatogénicas, ainda ndo existem estudos que apontem caracteristicas

especiais sobre o mecanismo de interagdo celular que resulta no processo de adesdo.

Uma vez que a aderéncia tem por objetivo justamente resistir a agdo de lavagem
das superficies epiteliais exercida pelas secregdes, outros mecanismos de defesa do
hospedeiro sdo necessarios para remover organismos aderentes. Além da protegdo
fisica que a superficie mucosa representa, ela também secreta varios fatores
antibacterianos inespecificos como imunoglobulina A, lisosima, lactoferrina e

peptideos com atividade antimicrobiana (BROGDEN, 1995).

3.6 PILI OU FIMBRIA

HAGBERG et al. (1981) referem-se a pili ou fimbria como apéndices
filamentosos de superficie bacteriana, ndo flagelares, compostos por repetidas
subunidades protéicas hidrofobicas. As fimbrias podem ser rigidas ou flexiveis,
constituidas por duas distintas subunidades: um cilindro de didmetro variavel, entre 5 a
10 nm, composto de repetidas subunidades protéicas e uma estrutura mais fina, a
fibrila, também de origem protéica, disposta na extremidade do cilindro. O
comprimento total da fimbria apresenta consideravel variagdo, podendo atingir
aproximadamente 42 nm. A estrutura da fimbria, a disposi¢do de suas moléculas
adesivas € a sua biogénese representam um modelo organizacional comum e altamente
conservado nas bactérias. Desse modo, a configuragdo das moléculas adesivas pode
ser arranjada de forma a garantir eficiente acesso ao receptor eucaridtico, permitindo
interagdes seletivas e especificas (KUEHN et al., 1992; DONNENBERG; WELCH,
1996).

As adesinas freqiientemente se localizam nas fimbrias e, nesse caso, sdo
denominadas de adesinas fimbriais. Quando se localizam na membrana externa ou na

capsula, constituem as adesinas afimbriais (KUNIN, 1991).
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A analise ultra-estrutural da fibrila demonstra flexibilidade proporcionada por
um arranjo helicoidal aberto capaz de adquirir a conformagéo fibrilar. A alternéncia
entre o estado helicoidal e fibrilar permite a bactéria aderir e colonizar as superficies
epiteliais. A biogénese do pili na célula bacteriana requer um aparato prot€ico
especializado, no qual atuam chaperones periplasmaticos semelhantes a
imunoglobulinas e proteinas localizadas na membrana externa, que agem como
agentes introdutores. As fungdes desempenhadas pelos chaperones consistem na
importagdo das subunidades do pili do citoplasma bacteriano para dentro do espago
periplasmatico; prote¢do contra a agdo de proteases periplasmaticas; promogdo do
dobramento eficiente das subunidades com bloqueio na produgio de agregados
protéicos ndo produtiveis; entrega das subunidades a carreadores de membrana externa

e direcionamento das diferentes subunidades para formagdo correta dos polimeros
(JONES; DODSON; HULTGREN, 1996).

3.7 HEMAGLUTININAS E ADESAO BACTERIANA

O fenémeno de interagdo bactéria-célula eucaridtica tem sido estudado
intensamente nos ultimos anos através de ensaios in vifro, nos quais células do
hospedeiro sdo incubadas com a bactéria em estudo. A natureza quimica de adesinas
bacterianas, que possuem receptores em eritrocitos de diferentes espécies animais,
pode ser indiretamente pesquisada reagindo-se suspensdes bacterianas com suspensdes
de eritrocitos na presenga de diferentes carboidratos, que sejam constituintes de

antigenos eritrocitarios com fungio de receptores (EDEN, 1986).

Empregando o método da hemaglutinagdo (HA), DUGUID, CLEGG e
WILSON (1979) demonstraram que adesinas localizadas nas fimbrias de certas
bactérias entéricas aglutinavam eritrocitos de diferentes espécies animais € essa
aglutinagdo podia ou ndo ser inibida na presenga de determinados agucares. As
adesinas inibidas na presenga de D-manose a 2,5% (p/v) ou de metil-a-D-manosideo
foram denominadas de Manose-sensiveis (MS) e correlacionadas a um tipo de fimbria

denominada fimbria tipo 1. Constataram, também, que o crescimento bacteriano
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estatico a 37° C favorecia o desenvolvimento da fimbria tipo 1 € que o seu potencial
hemaglutinante ficava mais bem evidenciado na presenga de eritrocitos de cobaia.
Outras cepas demonstraram um comportamento diferente, ndo foram afetadas pela
adicdo de D-manose e desenvolveram melhor atividade hemaglutinante quando
cultivadas em 4gar a 37° C. Os testes de hemaglutinagdo para essas cepas Manose-
resistentes (MR) requeriam uma suspensdo bacteriana espessa, na ordem de 20 a 100
bactérias por eritrocito e temperaturas em torno de 3 a 5° C. Através dessa
metodologia, os pesquisadores classificaram as cepas bacterianas em relagdo a
hemaglutingdo em: cepas MSMR, expressando as duas hemaglutininas; cepas MS,
expressando apenas hemaglutininas MS; cepas MR, expressando somente
hemaglutininas MR; e cepas MS-MR-, nio apresentando atividade hemaglutinante. Na
analise ultra-estrutural das cepas que apresentavam hemaglutinagdo MR nem sempre

foram visualizadas fimbrias.

GREEN e THOMAS (1981) relacionaram hemaglutinagdo e viruléncia,
demonstrando que cepas hemaglutinantes de E. coli eram mais patogénicas que cepas
ndo hemaglutinantes. As cepas de E. coli uropatogénicas apresentaram maior
capacidade hemaglutinante em relagdo a isolados fecais. Os pesquisadores concluiram
que a hemaglutinagdo ¢ um indicador da capacidade de ligagdo das bactérias a
membranas eucaridticas e pode estar relacionada a capacidade das cepas em se ligarem

a superficie das células epiteliais promovendo a colonizagio.

HAGBERG et al. (1981) analisaram 453 isolados de E. coli obtidos de urina de
criangas com infecgGes do trato urinario e de fezes de criangas saudaveis. Através
desse estudo demonstraram uma relagéo significativa entre a fonte do microrganismo e
sua capacidade de aderir a eritrécitos humanos, eritrocitos de cobaia e a células
uroepiteliais, na presenga ou auséncia de D-manose. Os seguintes padrdes de
hemaglutinagdo foram encontrados: 1- somente hemaglutinagdo MR para eritrécitos
humanos; 2- hemaglutinagdo MR para eritrocitos humanos e simultaneamente
hemaglutinagdo MS com eritrocitos de cobaia; 3- somente hemaglutinagdo MS com
eritrocitos de cobaia e de outras espécies ndo humanas; 4- auséncia de hemaglutinagao.

As cepas de E. coli que demonstraram o fenotipo de hemaglutinagio MR
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isoladamente, ou em associagdo com hemaglutinagdo MS, ligaram-se em altas taxas a
células uroepiteliais humanas. Bactérias expressando somente hemaglutinagdo MS
ligaram-se em baixo niimero a células uroepiteliais humanas, enquanto que as cepas
ndo hemaglutinantes ndo se ligaram a células uroepiteliais. As cepas de E. coli,
apresentando hemaglutinagio MR estavam 1implicadas significativamente em
pielonefrites, a seguir em cistites € em raros casos a bacteriliria assintomatica.
Inversamente, as cepas com hemaglutinagdo MS e as ndo aglutinantes foram
encontradas na seguinte ordem: bacteriria assintomatica, cistite e por ultimo em
pielonefrite. A analise ultra-estrutural das cepas de E. coli correlacionou diretamente a
presenga de pili com a capacidade de adesdo a células uroepiteliais humanas. Os
autores concluiram que antigenos de superficie que medeiam ligagdo MR a eritrocitos
humanos possivelmente constituem um fator seletivo que capacita isolados intestinais

de E. coli a colonizarem o trato urinario.

OFEK, MOSEK e SHARON (1981) relacionaram a capacidade de ligagdo de
cepas de E. coli a residuos de manose de células leveduriformes e de eritrocitos com a
adesdo a residuos de manose encontrados sobre o epitélio urinario € em células
fagocitarias. Os autores também demonstraram que as ligagdes MS a células
uroepiteliais eram bloqueadas por metil a-D manosideo € também por anticorpos
antifimbria tipo 1, caracterizando, dessa forma, que a aderéncia a residuos de manose

no trato urinario é mediada por fimbria tipo 1.

PARRY et al. (1983) obtiveram resultados semelhantes aos de HAGBERG et
al. (1981), quando analisaram cepas de E. coli isoladas da urina de mulheres com
infecgdes do trato urinario e cepas de E. coli isoladas de fezes de controles saudaveis.
Esses pesquisadores demonstraram a existéncia de duas formas genética e
quimicamente distintas de pili. Nessa pesquisa também foi observado que preparados
altamente purificados de fimbrias obtidas de cepas de E. coli aglutinavam eritrocitos
humanos. Cepas de E. coli apresentando MRHA e fimbriadas, quando desenvolvidas a
16°C ou tratadas com substincias que removem as fimbrias (dodecil sulfato de sodio
ou com tiocianato de potassio), perderam a capacidade hemaglutinante manose-

resistente. Uma demonstragdo direta da associagdo entre a presenga de fimbria, a
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capacidade hemaglutinante e a adesdo de E. coli uropatogénica a células epiteliais €
demonstrada pelos autores através do experimento no qual fimbrias MR, marcadas
com '»’I, ligaram-se especificamente a essas células. Os autores comprovaram que a
atividade MSHA esta associada a presenga da fimbria tipo 1, enquanto que a atividade
MRHA relaciona-se a presenga de fimbrias que sdo morfologicamente distintas da
fimbria tipo 1, corroborando os estudos de microscopia eletronica realizados por

VAISANEM, LOUNATMAA e KORHONEN (1982).

3.8 FIMBRIA TIPO 1

As adesinas constituintes da fimbria tipo 1 sdo basicamente caracterizadas por
aglutinagdo manose-sensivel de eritrocitos de cobaia, porém, compreendem um grupo
relativamente heterogéneo (EDEN, 1986). O determinante de adesividade da fimbria
tipo 1 em E. coli, assim como nas demais enterobactérias, € codificado pela seqii€ncia
génica “pil” ou “fim” (filamento). Essa seqiiéncia € constituida por nove genes que
codificam para proteinas estruturais e regulatdrias e que sdo denominadas moléculas
de adesdo FimH. O gene fimH origina uma familia heterogénea de adesinas FimH que
sdo genericamente mencionadas na literatura como lectinas que se ligam a
manosideos. Esses genes que comandam a sintese da fimbria tipo 1 sdo arranjados em
um operom situado no cromossoma da E. coli. Sdo encontrados em uma vasta
quantidade dessas cepas a despeito de sua fonte, além disso, possuem uma distribuigdo
ubiqua em outras espécies de enterobactérias. Ao contrario da fimbria P, o processo de
biogénese da fimbria tipol ndo esta claramente definido; sabe-se que o gene fimA (ou
piliA) codifica 0 mondmero de pilina que faz a haste do pilus. Ha indicios que o FimF
¢ um iniciador € o FimG exerce papel de regulador do comprimento do pili, podendo
haver inversdo nesses papéis (KEITH et al., 1990; JONES; DODSON; HULTGREN,
1996; SERVICE, 1997, SVANBORG; GODALY, 1997).

A proporgdo de cepas de E. coli que produz fimbria tipo 1 varia com as
condi¢des de cultura, ocorrendo o maximo de expressdo quando cultivadas em meio
liquido e sob condigdes estaticas (DONNENBERG; WELCH, 1996). A fimbria tipo 1
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caracteriza-se por ser uma estrutura helicoidal constituida de uma parte em bastdo de
aproximadamente 7 nm de didmetro, podendo variar dentro de uma ampla faixa (2 a
10 nm), enquanto que o comprimento médio ¢ em torno de 0,2 a 2,0 um, chegando a
alcangar até 4 pum. Na porg¢do terminal conecta-se a fibrila, que possui abertura
helicoidal, com extensdo aproximada de 16 nm. Pequenas quantidades da molécula de
adesdo FimH podem ser encontradas a intervalos regulares ao longo da haste ¢
também no apice da fibrila (ROBERTS, 1987; JONES; DODSON; HULTGREN,
1996; SOKURENKO et al., 1997).

3.8.1 Receptores e Expressdao da Fimbria Tipo 1

Os receptores para fimbria tipo 1 constituem uma variedade de estruturas de
superficie celular contendo manose, aos quais as adesinas da fimbria tipo 1 se ligam.
Esses receptores incluem uma proteina de 65 kDa presente na superficie de eritrocitos
de cobaia, moléculas de CD11 e CD18 da superficie de leucécitos e componentes do
muco urinario. A glicoproteina d¢ TAMM-HORSFALL € o componente principal do
muco urinario, sendo produzida pelas células da alga ascendente de Henle e pelas
células do tabulo convoluto distal. A bactéria que expressa a fimbria tipo 1 adere as
mucosas uretral e bucal, aos tibulos proximais do rim € & camada muscular da bexiga.
Liga-se também a IgA secretora, a fibronectina e a laminina (CHICK et al., 1981;
KUNIN, 1991; MOBLEY; WARREN, 1996; SVANBORG; GODALY, 1997).

A adesina da fimbria tipo 1 liga-se a um sitio hidrofobico do receptor
oligomanosideo constituido pelo seguinte trissacarideo: a-D-Manp(1-3)-p-D-Manp-
(1-4)-D-GlcNac (a-D-manopiranose(1-3)-3-D-manopiranosideo(1-4)-D-2-acetamida -
2-dexosi-D-glicose), sendo que essa ligagdo ¢ bloqueada por D-manose e seus
derivados. A superficie apical do uroepitélio de mamiferos € recoberta por placas de
0,3 a 0,5 um que ocupam de 70 a 80% da sua area, cepas de E. coli contendo fimbria
tipo 1 ligam-se a residuos de manose das glicoproteinas que formam essas estruturas
(JONES; DODSON; HULTGREN, 1996; WU; SUN; MEDINA, 1996).
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As bactérias que contém a fimbria tipo 1 ligam-se a neutrofilos sdo
internalizadas e mortas na auséncia de opsoninas e de uma forma que pode ser inibida
pela manose (GBARAH et al., 1991). Outra hipétese € que a ligagido da adesina FimH
a moléculas de CD11 e CD18 poderia facultar o deslocamento da bactéria no trato
urinario. KEITH et al. (1990) realizaram experimentos que correlacionaram a piliagdo
tipo 1 a um incremento na resisténcia a morte por fagocitose e essa resisténcia é

dependente da adesina FimH.

3.8.2 Papel da Fimbria Tipo 1 na Patogénese das Infec¢des do Trato Urinario

As fimbrias tipo 1 ocorrem na maior parte dos isolados clinicos virulentos e
avirulentos. Conseqiientemente ha muita controvérsia na literatura sobre a sua
mfluéncia na severidade das infecgdes do trato urinario (SOKURENKO et al., 1997;
SVANBORG; GODALY, 1997). Contudo, levantamentos epidemioldgicos
evidenciam a associagdo de E. coli expressando fimbria tipo 1 com aumento do
potencial em causar doengas extra-intestinais. Evidéncias que contribuem para a
associagdo da MSHA com infec¢do do trato urinario vém de ensaios que usam
inibidores especificos que bloqueiam a ligagdo da molécula adesiva de Fim-H,
localizada na fimbria tipol, a seus receptores contendo residuos de manose.
Pesquisadores obtiveram baixos niveis de bacteriiria em ratos inoculados com
suspensdo contendo células de E. coli com fimbria tipo 1 ¢ D-manose ou derivados
manosidicos (LIM et al., 1998). Vacinas direcionadas & molécula de adesdo FimH
bloqueiam a adesdo de cepas de E. coli com fimbria tipo 1 aos residuos de manose da
célula do hospedeiro, prevenindo infecgdo urinaria em ratos (SVANBORG;
GODALY, 1997). Na urina também sdo detectados oligossacarideos de baixo peso
molecular, contendo manose, e que agem inibindo naturalmente as ligagdes lectinicas,
fato que pode ser interpretado como um mecanismo de defesa do hospedeiro. Portanto,
esses resultados demonstram que a fimbria tipo 1 aumenta o poder de viruléncia de

bactérias uropatogénicas.

SOKURENKO et al. (1997) demonstraram que a fimbria tipo 1 pode exibir
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diferentes fenétipos devido a capacidade apresentada pelo gene fimH em codificar a
subunidade lectinica; esses fendtipos sdo diferentemente distribuidos entre cepas de
origem intestinal e cepas uropatogénicas. Dessa forma, € possivel que certos fendtipos
variantes da fimbria tipo 1 contribuam mais que outros para a viruléncia de cepas de E.

coli no trato urinario.

A liga¢do da fimbria tipo 1 ao muco urinério, através da proteina de TAMM-
HORSFALL, pode ter sua finalidade interpretada em duplo sentido: ou promove
aumento na excre¢do da bactéria aderida a0 muco urinario, constituindo, assim, um
importante mecanismo de defesa ndo imunologico do hospedeiro, ou representa mais
um fator de viruléncia que capacita a bactéria a transpor a camada de muco no trato
urinario (CHICK et al., 1981; HAGBERG et al., 1981).

BASTOS, SANTOS ¢ TAMASHIRO (2001) examinaram a fagocitose de
células de E. coli com fimbria tipo 1, recobertas por proteina de TAMM-HORSFALL
em diferentes concentra¢des, por macrofagos peritoneais de rato. Constataram
significativa redugdo da fagocitose na presenga de altas concentragdes da proteina de
TAMM-HORSFALL. Os autores concluiram que essa proteina, quando em
concentragdes normais, age ligando-se a célula bacteriana, promovendo a sua
eliminagdo do ambiente urinario. Porém, em certos estados patologicos, a proteina de
TAMM-HORSFALL pode acumular-se no parénquima renal e atuar como um sitio de
ligagdo para cepas de E. coli com fimbria tipo 1. Dessa forma, a bacténa fica
inteiramente recoberta por essa proteina e protegida da fagocitose por macrofagos, o

que permite a sua persisténcia no trato urinario.

Pelo fato do pili tipo 1 ser virtualmente encontrado em todas as cepas de E. coli
(patogénicas ou ndo), varios estudos t€m investigado a interferéncia de fatores
metabolicos do ambiente urinario - como, por exemplo, a alteragdo nos niveis
hormonais - sobre a sua expressdo. Talvez esses fatores possam contribuir para
incrementar o mecanismo bacteriano de variagdo de fase e contribuir para o seu
potencial de invasdo. REID, BROOKS e BACON (1983) investigaram a variagdo de

receptividade das células uroepiteliais humanas durante o ciclo menstrual e a gravidez
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para a ligagdo da E. coli com adesinas MS. Embora os resultados ndo tenham
apresentado correlagdo com os niveis de estrogénios, os autores sugerem que as trocas
hormonais podem proporcionar um incremento na receptividade do uroepitélio para a
ligacdo de cepas de E. coli. Esse achado pode justificar o fato de mulheres adultas
serem particularmente suscetiveis a infecg¢des urindrias, especialmente nos estagios
miciais de gravidez ¢ em torno do 12° dia do ciclo menstrual. Os autores também
evidenciaram que cepas de E. coli com fimbria tipo 1 ligaram-se mais a células
uroepiteliais escamosas (originadas do trigono da bexiga e da uretra) do que a células

transicionais (originadas dos rins, dos ureteres e de certas regides da bexiga).

A fungdo de receptores contendo manose no trato urinario ainda €
desconhecida. A maioria das cepas bacterianas que expressa somente adesinas MS
liga-se pobremente a células uroepiteliais humanas e somente a células epiteliais
escamosas, embora existam excegdes € certas cepas MS apresentem altas taxas de
adesdo. Em resumo, sugere-se que as adesinas manose-sensiveis conferem a bactéria o
poder de exercer dois distintos mecanismos de viruléncia no trato urinario: 1 - ligagdo
a0 muco urinario que é composto por glicoproteina de TAMM-HORSFALL, a qual
contém residuos de manose; 2 - promog¢do da fagocitose por ligagdo aos
polimorfonucleares (EDEN, 1986).

3.9 FIMBRIA TIPO II OU FIMBRIA P

O simbolo P para esse tipo de fimbria foi escolhido por duas razdes: 1 - cepas
de E. coli com fimbria P freqiientemente estdo associadas a pielonefrite aguda; 2 — as

cepas de E. coli P fimbriadas aderem especificamente a antigenos do grupo sangiiineo
P (SVANBORG; GODALY, 1997).

As fimbrias P tém como receptor um componente dissacarideo do grupo
sangiiineo P, que esta presente na membrana de eritrécitos de individuos do grupo
sangiiineo P e também ocorre na superficie de células epiteliais humanas. Dessa forma,
evidencia-se a associagdo entre MRHA de eritrocitos humanos, adesdo a células

epiteliais € a presenga de fimbria P sobre a superficie bacteriana (MOLLBY et al,,
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1983; PARRY et al., 1983).

A organizagdo da fimbria P tem sido elucidada através de estudos de
seqienciamento do ADN cromossomal. A fimbria P ¢ codificada pela seqiiéncia
gendmica cromossomal denominada “pilus associado a pielonefrite” (pap) e a fragédo
papG codifica a molécula de adesina PapG localizada no topo da fimbria (ROBERTS
et al., 1994; JOHNSON et al, 1997a; SVANBORG; GODALY, 1997, RUBIN;
RUBIN, 1997). A seqiiéncia inteira da regido do ADN da E. coli relacionada ao gene
pap ja foi determinada e as fungdes de muitos dos seus produtos ja foram descritas. Na
biossintese e expressdo do pili P, pelo menos 11 genes do genoma da E. coli estdo
envolvidos codificando para diferentes proteinas: PapA, PapB, PapC, PapD, PapE,
PapF, PapG, PapH, Papl e demais moléculas de adesdo (KUEHN et al., 1992; JONES;
DODSON; HULTGREN, 1996).

A fungdo da PapF é funcionar como um iniciador na formagdo do pilus.
Aparentemente, a PapK pode substituir essa fungdo, embora fracamente, na auséncia
de PapF. Repetidas subunidades protéicas PapA arranjadas no formato de um bastdo
helicoidal compdem o bulbo da parte em bastdo do pilus. As subunidades PapG, PapE
e PapF sdo codificadas por genes da extremidade distal do operom e logo que sédo
expressas localizam-se no topo do pili. A proteina PapE forma a massa da fibrila e a
PapF é requerida para adaptar a PapG a estrutura da fibrila. A montagem do pili
depende da PapD que ¢ um chaperone periplasmatico com agdo sobre a interagdo entre
as subunidades do pili durante a biogénese, a PapJ pode funcionar como uma auxiliar
de chaperone. A proteina PapC funciona provavelmente como uma plataforma de
montagem na membrana externa, enquanto que a PapH atua promovendo a ligagdo da
parte em bastdo do pilus a membrana externa da bactéria. A capacidade da PapE em se
ligar a fibronectina proporciona aumento na acessibilidade bacteriana a receptores do
hospedeiro e sugere que a fibrila desempenha miltiplas fungdes como determinante de
viruléncia da fimbria P. Ao final do processo de montagem do pilus, a ordem das
subunidades que compdem a fibrila na dire¢éo da extremidade externa para a interna é
a seguinte: PapG, PapF, PapE e PapK (KUEHN et al,, 1992; JONES; DODSON;
HULTGREN, 1996 ).
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A regulagdo da expressdo do pilus P ¢ dependente dos genes papB e papl
localizados acima do promotor pap, sendo que esse controle ocorre por metilagdo de
dois sitios na regido do promotor. Altera¢cdes de metilagdo estdo relacionadas a
capacidade de variagdo de fase, na qual a bactéria pode expressar ou ndo o pilus de

acordo com as exigéncias do meio ambiente (BRAATEN et al., 1994).

A fimbria P € uma estrutura heteropolimérica composta por um talo rigido de
lum de comprimento arranjado em hélices de aproximadamente 7 a 10 nm de
diametro e ligado na sua extremidade distal a uma fibrila flexivel. O pilus apresenta
uma tnica fibrila. A fibrila apresenta dimensées variaveis, podendo medir de 26 nm
até 58 nm de comprimento por 3 nm didmetro, sendo que suas hélices ocorrem a
intervalos de 15 nm indicando uma estrutura helicoidal aberta e flexivel. No apice da
fibrila liga-se a proteina PapG, que € uma adesina com especificidade de ligagdo para
sacarideos contendo a regido Gal a(1—>4) Gal B (a-D-galactopiranosil-(1—->4)-8-D-
galactopiranosideo) (KUEHN et al., 1992; JONES; DODSON; HULTGREN, 1996).

A fimbria P revela consideravel variagdo antigénica, originando subgrupos
designados de F7, 1, 2, F11, F13 e outros. Essas variagGes antigénicas ocorrem
somente em uma pequena regido do determinante PapA (JONES; DODSON;
HULTGREN, 1996).

Pesquisas demonstram que cepas de E. coli P fimbriadas, mas defectivas em
expressar a adesina PapG, n3o conseguem causar pielonefrite em macacos por ndo
aderirem ao epitélio renal, porém, sdo capazes de causar cistite (ROBERTS et al.,
1994). O gene papG codifica para trés variantes de adesinas PapG: GI, GII e GIII, cada
qual com especificidade distinta para subgrupos de isoreceptores Gal a(1—>4)Gal B.
Das trés classes de adesinas PapG é a PapGII que prevalece em cepas de E. coli
causadoras de pielonefrite aguda. A variante PapGII (ou papGiaz ) prevalece, também,
nas cepas de E. coli isoladas do sangue de pacientes que desenvolvem pielonefrite
aguda seguida de septicemia. Quanto as caracteristicas hemaglutinantes, aglutinam
bem eritrocitos humanos do grupo sangiiineo P e pobremente eritrocitos de carneiro. A

classe PapGIII (ou tipo prsGys) é menos prevalente em isolados clinicos e ndo
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apresenta associagdo clara com doengas exceto, possivelmente, com cistite. Essas
adesinas PapGIII aglutinam apenas eritrocitos de carneiro. A Pap GI (ou papGies)
aglutina somente eritrocitos humanos € a sua fungio permanece desconhecida. Ensaios
com sondas altamente especificas para as trés classes de adesinas PapG demonstraram
no genoma da bactéria E. coli raras seqii€ncias codificando para adesina PapGI
(JONES; DODSON; HULTGREN, 1996; JOHNSON et al., 1997b; SVANBORG;
GODALY, 1997). As trés variantes da adesina PapG (classes I, II e III) diferem entre
si ao exibirem diferentes preferéncias para substituintes na regido Gal a(1—->4)Gal B,
fato esse que pode ser importante no direcionamento do tropismo tecidual ¢ na
determinagdo da patologia a ser desenvolvida no hospedeiro (JOHNSON et al., 1997a;
JOHNSON et al., 1997b).

3.9.1 Receptores e Expressdo da Fimbria P

Cepas de E. coli pielonefritogénicas aderem melhor in vitro a células
uroepiteliais quando comparadas com cepas causadoras de cistite ou de bacteritiria
assintomatica. Essa capacidade das cepas pielonefritogénicas de aderir a células
uroepiteliais esta relacionada a hemagluticdo MR especifica para eritrocitos humanos
do grupo sangiiineo P (KALLENHJS et al., 1981). Os receptores da fimbria P s3o os
carboidratos: GalNacB-3Galal-4Gal-B (2 acetamida 2-desoxi-D-galactose a-D-
galactopiranosil-(1—>4)-B-D-galactopiranosideo) ¢ o Gal a(1—>4)Gal B, sendo que
este altimo constitui a parte ativa dos receptores de membrana dos eritrocitos e das

células uroepiteliais para cepas de E. coli pielonefritogénicas.

Esses aglicares ocorrem como parte do glicoesfingolipideo correspondente aos
antigenos PX, P ¢ P; do grupo sangiiineo humano P. Eritrécitos de individuos com
fenotipo p defectivo ndo possuem esse glicoesfingolipideo €, conseqiientemente, ndo
sdo aglutinaveis com cepas de E. coli P fimbriadas. Portanto, as globosséries desse
glicoesfingolipideo funcionam como moléculas receptoras da fimbria P e como
antigenos do grupo sangiiineo P. A atividade dos diferentes membros dessa familia de

receptores varia conforme o subtipo de fimbria P. Dessa forma, a fimbria P pode ser
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descrita como uma familia de adesinas que reconhecem esses glicoesfingolipideos
como receptores, mas diferem na preferéncia do epitopo do receptor (KALLENIUS et
al., 1981; MOBLEY; WARREN, 1996; SVANBORG; GODALY, 1997).
Glicoesfingolipideos contendo estruturas Gal a(1—4)Gal P tém sido descritos na
membrana de células do tecido renal e em células epiteliais do trato urinario inferior.
Esses achados levam a considerar que a presenga de fimbria P, além de incrementar as
chances da cepa bacteriana colonizar o trato urinario inferior, capacita-a para invasao

do epitélio renal (KALLENIUS et al., 1981).

Os receptores Gal a(1->4)Gal B também sido encontrados sobre células
epiteliais do intestino grosso, o que presumivelmente explica, ao menos em parte, a
capacidade das cepas P fimbriadas de persistirem no organismo do hospedeiro
causando reinfec¢fo no trato urinario. Em contraste, os leucécitos polimorfonucleares
nio tém receptores para a fimbria P, o que facilita a persisténcia de E. coli P fimbriada

no sangue levando a casos de septicemia (IKAHEIMO et al., 1996).

3.9.2 Papel da Fimbria P em Infecgdes do Trato Urinario

Dentre as formas de apresentagdo das infecgdes do trato urinario, a pielonefrite
aguda é sem davida a mais preocupante devido ao seu potencial de causar cicatrizes
renais irreversiveis e urosepsis (KUNIN, 1991). Embora a P-fimbriagdo em cepas. de
E. coli ndo seja o unico fator de viruléncia na etiologia da pielonefrite aguda, € a
propriedade que melhor se correlaciona com essa entidade clinica, sendo reportada em

taxas acima de 95% em criangas e 50 a 90% em adultos (ROBERTS et al., 1994).

KALLENIUS et al. (1981) demonstraram cepas de E. coli P fimbriadas em 91%
dos isolados clinicos obtidos de urina de pacientes com pielonefrite. Entre cepas
causadoras de cistite e bacteriuria assintomatica, a fimbria P foi encontrada em 19% e
14% dos casos, respectivamente. Somente 7% dos isolados fecais provenientes de
controles saudaveis carreavam a fimbria P. As cepas de E. coli P fimbriadas

recuperadas das fezes dos pacientes com pielonefrite, da sua 4rea periuretral € urina
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apresentavam-se idénticas bioquimicamente e sorologicamente, o que comprova a

origem intestinal desses 1solados.

E. coli com fimbria P é o organismo prevalente em casos de urosepsis em
pacientes higidos e com pielonefrite, atingindo taxas em torno de 90%, sendo que
essas taxas variam diretamente com a severidade da infec¢do e inversamente com o
grau de competéncia imunolégica do hospedeiro (MOBLEY; WARREN, 1996;
FUNFSTUCK et al., 1997).

Segundo RUBIN e RUBIN (1997), as cepas de E. coli isoladas de sangue de
individuos higidos com urosepsis secundaria a pielonefrite geralmente expressam a
fimbria P. Ao contrario, cepas ndo piliadas sdo freqiientemente isoladas do sangue de
pacientes neutropénicos acometidos por pielonefrite seguida de sepsis, ou dos
pacientes que apresentam defeitos funcionais nos leucocitos. A bactéria que expressa
fimbria P normalmente apresenta um conjunto de outros fatores de viruléncia, como
presenga de outros tipos de fimbrias, produgdo de hemolisinas e associag@o a certos
grupos de antigenos somaticos (sorogrupos “O”) (TULLUS et al., 1991; JOHNSON et
al., 1997a).

3.10 ADESINAS MANOSE-RESISTENTES NAO FIMBRIA P

Cepas uropatogénicas de E. coli com adesinas manose-resistentes ligam-se
também a oligossacarideos e receptores protéicos diferentes daqueles com estrutura
Gal a(1—->4)Gal B. Essas cepas foram designadas inicialmente como X-especificas. As
cepas com adesinas X, ao contrario das cepas P-fimbriadas, ligam-se fracamente a
células epiteliais transicionais e sdo independentes do grupo sangiineo P (EDEN,
1986). O grupo X engloba membros de adesinas fimbriais da familia S e da familia Dr,
além de outras adesinas ndo fimbriais (MOBLEY; WARREN, 1996).
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3.10.1 Fimbria S

A familia de fimbria S consiste da fimbria S que é codificada pelo operom sfa;
a fimbria F1C codificada pelo operom foc e a fimbria S/F1C codificada pelo operom
sfr. A epidemiologia de infecgdes urinarias causadas por cepas de E. coli que
produzem fimbrias da familia S ainda ndo estd bem esclarecida (MOBLEY;
WARREN, 1996).

IKAHEIMO et al. (1993) estudaram cepas de E. coli isoladas de urina de 178
pacientes do sexo feminino com episodio de cistite € compararam com 287 cepas de E.
coli isoladas de fezes de adultos saudaveis. Quanto a presenga de adesinas foi
constatado que 25,3% das cepas uropatogénicas expressaram fimbria P; 19,7% outras
adesinas MR ndo-P e 13,5% fimbria 1C. Nos isolados fecais 10,8% expressaram
fimbria P; 1% outras adesinas MR ndo-P e 7,3% fimbria 1C. Em estudo posterior,
utilizando os mesmos critérios, 0s autores pesquisaram as caracteristicas das cepas de
E. coli isoladas de mulheres com pielonefrite comunitaria. Observaram que 67% das
cepas pielonefritogénicas de E. coli expressaram a fimbria P, enquanto que a
prevaléncia de adesinas manose-resistentes ndo P e fimbria tipo 1C foi baixa (4 € 8%
respectivamente) (IKAHEIMO et al., 1994). A fimbria S medeia a hemaglutinagdo de
eritrocitos bovinos, que pode ser inibida por sialiloligossacarideos ou por pré-
tratamento dos eritrocitos com neuraminidase. Os receptores eritrociticos para fimbria
S sdo identificados como derivados da proteina de membrana glicoforina A que
contém acido N-acetilneuraminico-(a2-3)-galactose-(31-3)-N-acetil-D-galactosamina.
A fimbria S purificada liga-se a cortes de tecido de rins humanos, particularmente
células epiteliais tubulares, células endoteliais e epitélio glomerular. /n vitro a fimbria
S liga-se, também, a laminina (MOBLEY; WARREN, 1996).

3.10.2 Adesinas da Familia Dr

Os membros da familia Dr podem ser tanto adesinas fimbriais como afimbriais.

Fazem parte dessa familia: a hemaglutinina Dr, também denominada adesina 075X; a
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adesina AFA-I; a adesina AFA-III e a fimbria F 1845. O receptor especifico para essas
adesinas ainda ndo foi determinado: algumas compartilham, como receptor comum em
eritrocitos, um antigeno do grupo sangiiineo Dr identificado como uma glicoproteina
de membrana denominada pela sigla “DAF” (decay-accelerating factor). A fungdo da
DAF ¢ proteger o tecido do hospedeiro contra danos causados pela ativagdo do
complemento. Na literatura encontram-se poucos trabalhos a respeito da implicagdo
das adesinas Dr em infec¢des urinarias (MOBLEY; WARREN, 1996). Cepas de E.
coli que expressam hemaglutinina Dr t€m sido reportadas ligando-se 2 membrana
basal dos glomérulos e tibulos em rins humanos, sitios esses, distintos daqueles
reconhecidos pela fimbria P; Embora a molécula de colageno tipo IV possa ligar-se
especificamente a adesina Dr, ndo se conhece ainda a identidade do seu receptor em

células epiteliais humanas (MOBLEY; WARREN, 1996).

GOLUSZKO et al. (1997), ao estudarem a interagdo entre o receptor DAF e
cepas de E. coli expressando adesinas DR, evidenciaram que essas cepas possuem
capacidade invasiva para células HeLa, propondo que a interagdo mediada por receptor
DAF capacita cepas de E. coli Dr+ a ascender no trato urindrio e causar nefrite
intersticial crénica. BOUGUENEC et al. (2001) desenvolveram um ensaio de PCR
para detecgdo de adesinas AFA.

3.11 EXPRESSAO SIMULTANEA DE ADESINAS MS E MR EM CEPAS DE
E. coli UROPATOGENICAS

O mecanismo de variagdo de fase, no qual a bactéria pode expressar ou reprimir
os genes que codificam para produgdo das diferentes adesinas, tem sido interpretado
de formas distintas por diferentes pesquisadores. WU, SUN e MEDINA (1996)
propdem que, nos estagios iniciais da infecgdo, a bactéria necessita superar a camada
de muco para depois aderir ao epitélio e iniciar o processo infeccioso. Dessa forma,
primeiramente ocorre a expressdo de adesinas MS que se ligam a proteina de TAMM-
HORSFALL e capacitam a bactéria a atravessar a barreira imposta pelo muco. Em

estagios avangados da infec¢do, a bactéria perde a capacidade de expressar adesinas
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MS e, portanto, ndo adere a residuos de manose das células fagocitarias. No estagio
seguinte, a bactéria expressa adesinas MR, que se ligam aos receptores glicolipidicos
das células uroepiteliais mas ndo a polimorfonucleares, fato que permite a persisténcia
do microrganismo no trato urinario. A mutua cooperagdo entre os dois fatores de

viruléncia culmina no estabelecimento do processo infeccioso.

Segundo OFEK, MOSEK e SHARON (1981), a detecgdo de anticorpos contra a
fimbria tipo 1 no soro de pacientes com pielonefrite, causada por E. coli manose-
resistente, corrobora essa hipotese atestando a presenga de bactérias com adesinas MS

em certo estagio da infecgio.

Para HAGBERG et al. (1981), as adesinas MS e MR agem competitivamente €
a variagdo na quantidade de expressdo de uma ou de outra determina o grau de
severidade da infecgdo do trato urindrio. Dessa forma, a expressdo predominante de
adesinas MR vai promover a ligagdo da bactéria a receptores glicolipidicos do epitélio
do trato urinario superior € causar pielonefrite, enquanto que a produgdo de adesinas
MS em maior quantidade promove a ligagdo bacteriana a residuos de manose do muco

urinario, podendo originar cistite.

3.12 METODOS DE PESQUISA DE ADESINAS BACTERIANAS

3.12.1 Aderéncia a Células Epiteliais

Embora o termo aderéncia deva ser reservado apenas a ligagdo bacteriana a
células epiteliais, na pratica, observa-se que as bactérias podem interagir com varios

outros tipos celulares como eritrocitos, espermatozéides e leucdcitos.

A maioria dos métodos usados para mensurar ligagdo bacteriana promove o
contato entre células epiteliais € o microrganismo em estudo. A seguir procede-se a
lavagem das células para remover os microrganismos ndo aderentes; a preparagdo €
fixada, corada ¢ o nimero de bactérias € quantificado microscopicamente. A
quantificagdo da capacidade adesiva bacteriana também pode ser feita por métodos

radiométricos. Através do emprego de células relevantes, isto €, provenientes do sitio
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de colonizagdo ou infecgdo, é possivel identificar o fendmeno de aderéncia e
relaciona-la ao processo infeccioso. Portanto, o ideal ¢ que as propriedades adesivas
sejam testadas com cepas isoladas do paciente em relagdo as suas proprias c€lulas.
Porém, ha variagdo na capacidade receptiva de células epiteliais de um mesmo
individuo em amostragens obtidas em tempos diferentes (EDEN, 1986). Quando sio
utilizadas células do proprio hospedeiro, normalmente, sdo obtidas células
uroepiteliais de sedimento urinario ou células do epitélio vaginal ou periuretral
coletadas por raspagem. Também podem ser utilizadas células epiteliais da mucosa
bucal (GIBBONS; HOUTE, 1975; SANDBERG; STENQVIST; SVANBORG-EDEN,
1979; OFEK; MOSEK; SHARON, 1981; REID; BROOKS; BACON, 1983).

As taxas de adesdo bacteriana, via manose-sensivel, obtidas em ensaios que
empregam células uroepiteliais de sedimento urinario, devem ser analisadas com
cuidado. Freqiientemente essa aderéncia tem sido atribuida a ligagdo bacteriana aos
residuos de manose da proteina de TAMM-HORSFALL (CHICK et al., 1981). A
vantagem de se empregar linhagens celulares em condigGes de cultivo para o estudo da
aderéncia bacteriana reside no fato de ndo haver interferéncia de variagdes fisiologicas,
que ocorrem quando se utilizam células do proprio hospedeiro. Dessa forma, t€m sido
realizados trabalhos utilizando células HeLa, células HEp-2 e linhagem -celular
“Intestine 407” (VOSBECK et al., 1979; VOSBECK; HANDSCHIN; MENGE, 1979;
SUGARMAN; EPPS; STENBACK, 1983; SCALETSKY; SILVA; TRABULSI, 1984;
ALBERT et al., 1991).

3.12.2 Hemaglutinagdo e Aglutinagdo com Particulas de Latex

Métodos que diferenciam cepas bacterianas, de acordo com a especificidade de
seus receptores, podem utilizar eritrécitos de diferentes espécies animais (DUGUID;
CLEGG; WILSON, 1979), eritrocitos recobertos com o receptor em estudo
(KALLENIUS et al., 1981) ou células leveduriformes (EISENSTEIN; OFEK;
BEACHEY, 1979). Quando disponiveis, sdo usadas particulas de latex recobertas com

o receptor, como o “P-particula especifica para teste de aglutinagdo” (PPA test), um
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ensaio que identifica a expressdo da fimbria P em cepas uropatogénicas de E. coli

(MOLLBY et al., 1983).

3.13 RECEPTORES ESPECIFICOS PARA HEMAGLUTININAS BACTERIANAS

EDEN (1986) cita as seguintes metodologias para caracterizagio de adesinas

dentro de um grupo de isolados clinicos:

a) hemaglutina¢do com eritrécitos humanos e de cobaia na presenga € na

auséncia de D-manose:

-esses testes resultam em dois padrdes de hemaglutinagdo, sendo que o padréo
MS designa cepas hemaglutinantes sensiveis a presenca de manose, enquanto que
cepas MR sdo aquelas cuja propriedade hemaglutinante ndo ¢ afetada pela presenga de
manose, conforme demonstrado na tabela 1, p.34, cada cepa bacteriana € descrita por
simbolos baseando-se na reatividade em relagdo as duas diferentes espécies de

eritrocitos: MR MS; MR—; MS MS; — MS; MR MR; ——;
b) hemaglutinagdo com eritrocitos humanos P, e p (defectivos):

-a tabela 2, p.35, demonstra como a especificidade do receptor de cepas MR
pode ser analisada reagindo-se as cepas bacterianas com eritrocitos humanos P; € p:
cepas portadoras unicamente de adesinas especificas para a ligagdo com receptores que
apresentam a regido Gal a(1—>4)Gal B aglutinam somente eritrocitos P;; cepas que
expressam simultaneamente adesinas para receptores Gal a(1—>4)Gal B e outtas
adesinas com especificidade X, ou somente adesinas X aglutinam ambos os tipos de
eritrocitos;
¢) aglutinagdo com particulas de latex ou com eritrocitos recobertos com

receptor.
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TABELA 1 - RECEPTORES ESPECIFICOS PARA ADESINAS BACTERIANAS

ERITROCITOS HUMANOS | ERITROCITOS DE COBAIA
ADESINAS LEVEDURAS
Sem manose | Com manose | Sem manose [ Com manose

MR- + + — — —
MRMS @ + + + — +
MRMR @ + + + + _
MSMS @ + — + — +
MS © — —_ + _ +

FONTE: EDEN, C. S. Bacterial adherence in urinary tract infections caused by Escherichia coli.
Scand. J. Urol. Nephrol. Sweden, v. 20, p. 81-88, 1986.

NOTAS: MR: Manose-resistente.
MS: Manose-sensivel.
+ : Aglutinagdo.
—: Auséncia de aglutinagdo.

(1) Cepas MR - : aglutinam somente eritrocitos humanos sem sofrerem a interferéncia da manose.

(2) Cepas MRMS: possuem os dois tipos de adesinas: a adesina MR, que aglutina eritrocitos humanos
independente da presenga de manose ¢ a adesina MS que aglutina eritrécitos de cobaia e leveduras
na auséncia de manose.

(3) Cepas MRMR: possuem adesinas MR especificas para eritrocitos humanos e adesinas com
especificidade X, que podem aglutinar tanto eritrocitos humanos quanto de cobaia.

(4) Cepas MSMS: possuem adesinas MS especificas para eritrocitos de cobaia e adesinas
heterogéneas, que também aglutinam eritrocitos humanos e leveduras na auséncia de manose.

(5) Cepas —-MS: possuem apenas adesinas MS que aglutinam eritrécitos de cobaia e leveduras.

(6) Cepas - - : ndo possuem adesinas detectaveis por esse método.
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TABELA 2 - IDENTIFICACAO DO RECEPTOR ESPECIFICO PARA ADESINA

MANOSE-RESISTENTE
HEMAGLUTINACAO ,
ADESINAS ERITROCITOS HUMANOS LATEX COM RECEPTOR
PARA Gal a(1—4)Gal B

P] P

Fimbna P + _ +

X adesinas + + —

Ambas + + +

FONTE: EDEN, C. S. Bacterial adherence in urinary tract infections caused by
Escherichia coli. Scand. J. Urol. Nephrol. Sweden, v. 20, p. 8§1-88, 1986.
NOTAS: Sinais utilizados:
+ Aglutinagio.
~— Auséncia de aglutinagio.

3.14 OUTROS FATORES DE VIRULENCIA EM E. coli UROPATOGENICA

Além da expressdo de diferentes adesinas e hemaglutininas, a produgdo de
outros produtos incrementa o potencial de viruléncia bacteriano: hemolisinas, fator
necrotizante citotoxico 1 (CNF-1), aerobactina, resisténcia ao soro e sintese de
lipopolissacarides (DONNENBERG; WELCH, 1996; SVANBORG; GODALY,
1997). Considerando que as infecgdes ocorrem por um distarbio no relacionamento
entre o organismo do hospedeiro e o hospede, torna-se importante estabelecer como
esses multiplos fatores de viruléncia atuam em conjunto. Em hospedeiros
imunocomprometidos bactérias com baixo potencial de viruléncia podem causar
infecgdo, enquanto que, em individuos saudaveis, a bactéria requer um conjunto de
fatores de viruléncia. Dessa forma, o hospede € sempre o fator determinante para a
suscetibilidade a infecgdo (KUNIN, 1991).

TULLUS et al. (1991) realizaram um estudo epidemiolégico comparando 115
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cepas de E. coli isoladas de criangas e mulheres com pielonefrite aguda com 96 cepas
de E. coli isoladas da microbiota intestinal. Nesse estudo as cepas pielonefritogénicas
expressaram com mais freqiiéncia os seguintes fatores de viruléncia: fimbria P,
superficie celular hidrofobica, capacidade hemaglutinante manose-resistente, sintese

de hemolisina, produgdo de CNF-1 e de aerobactina.

3.14.1 Produgdo de Hemolisina

As hemolisinas s3o proteinas citotoxicas detectadas por sua capacidade em lisar
eritrocitos. Apresentam-se in vitro toxicas para outros tipos de células, como
leucdcitos polimorfonucleares e mondcitos humanos. Podem ser codificadas por genes
cromossOmicos ou por genes plasmidiais. HA uma associagdo entre pielonefrite
causada por E. coli produtora de hemolisina e baixos niveis séricos de hemoglobina no
paciente. Aparentemente, a hemolisina produzida por cepas uropatogénicas de E. coli
também pode causar injuria em células dos tabulos renais (SVANBORG; GODALY,
1997).

A hemolisina produzida por cepas de E. coli faz parte de uma familia de toxinas
citoliticas conhecidas como RTX. Trata-se de uma proteina acetilada formada por
1.023 aminoacidos e que apresenta sitio de ligagdo para o calcio. O produto final
possui peso molecular variando entre 300 a 1.000 kDa, sendo excretado
extracelularmente sem clivagem amino-terminal. Ainda néo se conhecem possiveis
receptores de membrana para as toxinas RTX. As toxinas RTX atuam sobre uma
grande variedade de células-alvo especificas. A formagdo de poro na membrana
celular é o mecanismo postulado para a atividade citolitica dessas toxinas. Esses poros
sdo, presumivelmente, estruturas protéicas alinhadas na forma de canal. A evidéncia da
formagdo de poro origina-se primariamente de experimentos com prote¢do osmotica.
As premissas tedricas para a protegdo osmoética consistem no fato de que soluto com
didmetro molecular maior que o tamanho do poro previne lise celular € que solutos
compostos por moléculas menores passam através dos poros, resultando em um

gradiente osmoético. Ha influxo de agua e de ions Ca **para dentro da célula e efluxo
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de ions K*, gerando dilatagfio celular e conseqiiente lise osmética. A transi¢do a partir
de um estado de pouca protegdo contra a lise conferida por um pequeno soluto para a
protegdo total por um grande soluto constitui a estratégia usada para definir o didmetro
do poro. Experimentos de protegdo osmotica de eritrocitos por dextram-4 permitiram
predizer um didmetro de 2 a 3 nm para o poro induzido pela hemolisina de cepas de E.
coli. Fatores como o tempo de agdo, a concentragdo da hemolisina e a temperatura
atuam no tamanho do poro sugerindo que, inicialmente, a hemolisina gera uma lesdo

pequena que aumenta de tamanho ao longo do tempo (MOAYERI; WELCH, 1994).

3.14.2 Antigenos Estruturais em Cepas de E. coli

Os trés determinantes para a classificagdo de cepas de E. coli sdo o antigeno O
ou somatico de natureza lipopolissacaride, o antigeno K ou capsular de natureza
polissacaride e o antigeno H ou flagelar de natureza protéica. O antigeno O determina
o sorogrupo de uma cepa, enquanto que a definicdo do seu sorotipo requer a
identificagdo dos trés tipos antigénicos. Dessa forma, a pesquisa do sorotipo de cepas
de E. coli € um processo que envolve o uso de varios anti-soros que permitem
determinar 173 antigenos O, 80 antigenos K e 56 tipos de antigenos H. Estima-se que
existam 50.000 diferentes sorotipos de E. coli, porém, somente um namero limitado
esta envolvido em infecgdes humanas (DONNENBERG; WELCH, 1996).

Os seguintes sorotipos de E. coli sdo expressos com maior freqii€ncia em cepas
de E. coli pielonefritogénicas: O1K1H7, O1K1H-, O4K12H1, O4K12H-, O6K2HN,
O7K1H-, O16K1H6, O18KS5H-, O75K5HS ¢ O75K5H- (SVANBORG; GODALY,’
1997).

O lipopolissacaride (LPS) de uma bactéria Gram-negativa consiste de répetidas
unidades de polissacarides ligadas ao lipidio A, que ancora a molécula na membrana
externa bacteriana. O lipopolissacaride define a superficie externa da bactéria, sendo
que a falta de unidades polissacaridicas incrementa a hidrofobicidade e confere a
bactéria morfologia colonial rugosa e propriedades auto-aglutinantes. Em comparagéo

com as bactérias que formam coldnias lisas, os mutantes rugosos sdo mais suscetiveis
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a lise mediada por complemento. Isolados clinicos de E. coli demonstram
variabilidade no fenétipo do LPS, com estagios intermediarios entre colonias lisas €
rugosas (SVANBORG; GODALY, 1997). O lipideo A posswi propriedades toxicas,
inflamatdrias € imunomoduladoras. Muitos sintomas de septicemia por bactérias
Gram-negativas podem ser reproduzidos em animais de laboratorio por administra¢do
de LPS ou somente do lipideo A. O LPS liga-se as células do hospedeiro que albergam
o receptor CD-14 e desencadeia uma resposta inflamatéria. Por enquanto, ndo esta
clara qual a extensdo da resposta induzida pelo LPS nas células uroepiteliais de
pacientes com infecgdo urinaria. Sabe-se que, no estagio agudo da infecgdo urinaria, os
sintomas podem ser causado‘s, em parte, pela agdo do LPS sobre a superficie mucosa
(SVANBORG; GODALY, 1997).

Os antigenos K sio polissacarides acidos que agem formando um envoltério
capsular bacteriano que restringe o acesso do complemento e o processo de fagocitose.
Sdo produzidos por muitas cepas de E. coli envolvidas em infec¢des extra-intestinais.
Cepas uropatogénicas encapsuladas apresentam uma vantagem significativa na
resisténcia a fagocitose in vivo e, dessa forma, persistem no trato urinario por mais
tempo, quando comparadas com mutantes deficientes em capsulas. Os antigenos K1,
K2, K5, K12, K13 E K15 sdo expressos em altos niveis entre cepas de E. coli
causadoras de pielonefrite aguda (SVANBORG; GODALY, 1997).

O antigeno H é o determinante da estrutura da flagelina, proteina que compde o
flagelo. Nem todas as cepas de E. coli sdo modveis e produzem flagelo
(DONNENBERG; WELCH, 1996).

3.15 PROFILAXIA ANTIMICROBIANA E INFECCOES DO TRATO URINARIO

O uso profilatico de agentes antimicrobianos para a prevengdo de infecgoes do
trato urinario é um recurso que pode ser utilizado em casos especiais. A relagdo de
risco-beneficio da terapia prolongada, considerando custo, efeitos colaterais e indugéo
de resisténcia bacteriana, ainda ndo apresenta critérios completamente avaliados.

Pacientes com injiria espinhal, criangas com refluxo vesicureteral, mulheres com
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infecgdes urinarias recorrentes, transplantados renais, imunossuprimidos em geral,
constituem exemplos de casos em que a terapia profilatica antimicrobiana apresenta
efeitos benéficos (MOBLEY; WARREN, 1996). A terapia profilatica consiste na
administragdo de doses subterapéuticas diarias (ou trés vezes por semana) de um
agente antimicrobiano efetivo no tratamento de infecgdes do trato urinario.
Recomenda-se que o paciente ingira a medicagdo & hora de deitar de modo que a
incubagdo noturna na urina vesical permita contato prolongado entre a droga € a
bactéria, afetando as taxas de multiplicagdo e prevenindo a aderéncia bacteriana ao
uroepitélio (KUNIN, 1991).

ZAK e KRADOLFER (1979) estudaram os efeitos de concentragdes
subinibitérias de antibidticos em infecgdes experimentais de ratos e coelhos. Em
infecgdes produzidas por E. coli e Proteus mirabilis, a administragdo de doses
subinibitdrias de antibidticos beta-lactamicos € de gentamicina prolongou as taxas de
sobrevivéncia dos animais infectados. Ha alguns efeitos produzidos por doses
subinibitorias de antimicrobianos in vitro, como retardo no processo de proliferagido
bacteriana, incremento da suscetibilidade a fagocitose e decréscimo na capacidade
adesiva. Possivelmente, esses efeitos também ocorrem in vivo e influenciam o curso de
uma infecgdo. Baixos niveis de agentes antimicrobianos na urina ou no fluido vaginal,
obtidos por profilaxia de doses reduzidas, constituem uma forma eficiente de se
prevenir a colonizagdo bacteriana periuretral e a bacteriaria em mulheres com
infecgOes recorrentes do trato urinario (OFEK et al., 1979; VOSBECK et al., 1982;
BRAGA; PIATTI, 1992; BREINES; BURNHAM, 1994). Os antibioticos mais
empregados em terapias profilaticas para infecgdes do trato urinario sdo o trimetoprim,
o trimetoprim-sulfametoxazol, a nitrofurantoina e as fluorquinolonas. Embora a
nitrofurantoina selecione menor nimero de cepas resistentes da microbiota intestinal, o
seu emprego restringe-se devido ao aparecimento de efeitos colaterais que requerem a
cessagdo do tratamento. Regimes terapéuticos profilaticos incluindo outros agentes
antimicrobianos, como os [-lactimicos, sdo mais toleraveis pelos pacientes, mas
alteram drasticamente a microbiota intestinal e vaginal (STAPLETON, 1999). Ha que

se avaliar o consideravel aumento de cepas de E. coli resistentes a fluorquinolonas nos
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ultimos cinco anos devido aos abusos de indicagdo dessa droga. No entanto, constitui
uma alternativa terapéutica para pacientes que apresentam alergia a penicilina e seus

derivados ou a sulfas (SONSTEIN; BURNHAM, 1993; BLAZQUEZ et al., 1999).

A consideravel morbidade e mortalidade causada por infecgdes do trato urinario
em transplantados renais também justifica o uso de terapias profilaticas prolongadas a
base de trimetoprim-sulfametoxazol ou de fluorquinolonas. Embora a profilaxia
antimicrobiana registre alguma melhora clinica por algum tempo, de modo geral, ndo
tem efeito na historia natural de infecg¢Ges recorrentes, servindo apenas como agente
paliativo. Porém, principalmente em pacientes imunocomprometidos, esse efeito
temporario pode representar consideravel aumento na qualidade de vida do paciente e

até mesmo garantir a sua sobrevida (RUBIN; RUBIN, 1997).

3.16 PERSPECTIVAS EM IMUNOTERAPIA PARA PREVENCAO DE
INFECCOES DO TRATO URINARIO

Novas estratégias alternativas para o tratamento ou prevengdo de infecgdes do
trato urinario estdo sendo pesquisadas com o intuito de substituir a terapia
antimicrobiana ou  atuar sinergicamente com essa. Estudos moleculares sobre a
interagdo “parasita-hospedeiro” t€ém permitido compreender esse mecanismo €
desenvolver substincias que competem com os sitios de ligagdo bacteriana existentes

nas superficies mucosas do trato urogenital (STAPLETON, 1999).

Pesquisas in vitro demonstram que a adigdo de um receptor analogo ao
encontrado na superficie de células uroepiteliais previne a adesdo de cepa de E. coli
uropatogénica a essas células. Da mesma forma, o pré-tratamento de cepas
uropatogénicas de E. coli com receptor oligossacarideo solivel também resulta no
bloqueio da adesdo bacteriana a células epiteliais (EDEN, 1986; ROBERTS et al.,
1994).

Uma terapia viavel na Europa desde a década de oitenta consiste na

administragdo ao paciente, na forma de supositdrios vaginais, de um coquetel
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composto de células mortas de bactérias uropatogénicas. Espera-se, desse modo, que
os antigenos bacterianos se difundam através do trato geniturinrio e desencadeiem a
produgdo de anticorpos da classe secretora IgA, os quais circulam nas superficies
mucosas do trato urinario e reprodutivo, combatendo a invasdo bacteriana. Apesar de
apresentar efeito protetor, esse medicamento tem seu uso limitado devido ao pouco
tempo de agdo, requerendo a administragdo de novas doses em intervalos de poucos
meses (SERVICE, 1997).

Outra linha de pesquisa procura desenvolver uma vacina que tem por alvo a
molécula de adesdo FimH. A administragdo da proteina bacteriana FimH, obtida por
engenharia genética, evita a exposi¢do do paciente a todo o microrganismo € aos
efeitos colaterais de toxinas bacterianas. Quando injetada a vacina no hospedeiro,
composta por moléculas de Fim-H, ocorre estimulo do sistema imunoldgico e
produgdo de anticorpos que bloqueiam a propriedade adesiva bacteriana (SERVICE,
1997).

Uma vacina eficaz contra pielonefrite deve possuir elementos que promovam a
formagdo de anticorpos contra os componentes da fimbria P. ROBERTS et al. (1994)
demonstraram que um mutante defectivo na produgdo de PapG, construido a partir de
uma cepa de E. coli pielonefritogénica, ndo foi capaz de causar pielonefrite ou outros
danos renais em macacos. Por outro lado, a imunizagio prévia de ratos € macacos com
anticorpos antifimbria P mostrou agdo protetora contra piclonefrite causada por E. coli
P fimbriada. Os autores sugerem que uma vacina composta de proteina PapG poderia
ser eficaz no combate a pielonefrite em humanos. Considerando que a variagdo de
seqiiéncia génica da molécula de PapG entre diferentes cepas de E. coli
pielonefritogénicas € baixa, uma resposta imune direcionada apenas para uma variante

de PapG teria agdo contra todos os outros sorotipos de E. coli P fmbriadas.

JIAN e FUSCO (2000) confirmaram as consideragdes de ROBERTS et al.
(1994) ao testarem a inibigdo de ligagdo do sorotipo F7, de pilus P a ertrocitos
humanos por agdo de um anti-soro pilus-especifico obtido de coelho. Adicionalmente,

outros anti-soros piliares homologos e heterélogos foram testados e todos foram
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capazes de inibir a hemaglutinagdo do sorotipo F7,. Esses autores concluem que
vacinas compostas por componentes purificados do pilus P podem desencadear a
produgdo de anticorpos que agem bloqueando a ligagdo bacteriana as células do
hospedeiro, independente do tipo de adesina expressada pela cepa de E. coli P

fimbriada.



4 MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 30 cepas de £. coli obtidas de cultura de urina de pacientes do
Hospital de Clinicas da Universidade Federal do Parana (HC-UFPR) com sintomas de
infec¢do urinaria. As uroculturas selecionadas apresentaram desenvolvimento de
apenas uma espécie bacteriana em concentragdes iguais ou superiores a 100.000
Unidades Formadoras de Colonia (UFC) /mL.

4.1 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DAS CEPAS DE E. coli

As amostras de urina foram colhidas e processadas conforme recomendagdes de
MURRAY et al. (1999), que orienta coletar em frasco estéril o jato urinario médio
proveniente da primeira mic¢do matinal, apds cuidadosa assepsia dos genitais
externos. As urinas foram semeadas em 4agar cistina-lactose eletr6lito deficiente
(CLED) (MERCK), com alga bacteriolégica calibrada para dispensagdo de 0.001 mL
de urina. As placas de cultivo foram incubadas por 18 horas, a 37° C, sob condig¢des
aerobias. Apods esse periodo, o crescimento bacteriano foi quantificado em UFC/mL de
acordo com o niumero de colonias desenvolvidas. As cepas foram identificadas
bioquimicamente € submetidas ao teste de suscetibilidade antimicrobiana, através do
sistema automatizado WalkAway-96 - Microscan (Dade Behring - USA), que fornece
o resultado da concentragdo inibitéria minima pelo método de diluigdo em caldo,
segundo as normas americanas preconizadas pelo “Comité Nacional de Padronizagdo
para Laboratérios Clinicos” (NCCLS, 2000). Esse sistema automatizado trabalha com
bandejas individuais divididas em compartimentos, 0s quais contém varios substratos e
diferentes concentragdes de antimicrobianos. A cada bandeja ¢ adicionada uma
suspensdo bacteriana de forma a preencher todos os compartimentos. A bandeja é

incubada no aparelho a 37° C por 18 horas, tempo suficiente para que ocorram as
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reagdes bioquimicas de identificagdo e para que se defina o perfil de suscetibilidade
antimicrobiana para cada isolado clinico. Durante esse periodo automaticamente sio
dispensados dentro das cavidades reativos que permitem detectar se houve alteragdo

do substrato por agdo bacteriana.

Quanto ao teste de suscetibilidade antimicrobiana, o desenvolvimento
bacteriano provoca turvagdo do meio, indicando resisténcia bacteriana, enquanto que
cepas sensiveis ndo se desenvolvem e o meio permanece limpido. O aparelho realiza
leituras espectrofotométricas das bandejas e através de um programa que estabelece
um valor numérico para cada prova bioquimica ¢ gerado um niimero que indica a
maior probabilidade de determinado género e espécie bacteriana. Quando esta
probabilidade atinge porcentagens de acerto superiores a 98%, presuntivamente, o
aparelho identifica a cepa bacteriana em estudo. Quando essa porcentagem ¢ inferior a
esse valor, o aparelho indica quais provas bioquimicas complementares serdo

necessarias para a identificagdo da cepa em estudo.

4.2 REGISTRO DE DADOS

As cepas de E. coli foram registradas em formulario préprio, contendo os
seguintes dados: namero de identificagdo da amostra, registro geral do paciente no HC,
data de coleta, sexo, clinica de atendimento, indicagdo clinica e as concentra¢des
inibitorias minimas para os ‘seguintes antibidticos: norfloxacina, ampicilina,
gentamicina e sulfametoxazol-trimetoprim, além da classificagdo na categoria de

sensivel, intermediario ou resistente.

4.3 MANUTENCAO DAS CEPAS DE E. coli

As cepas bacterianas foram repicadas para agar soja tripticaseina (TSA) e
incubadas por 16 a 18 horas a 37° C, sob condigGes aerdbias. A seguir, o meio de
cultivo foi mantido sob refrigeragdo (4 - 6° C) e a cepa bacteriana foi repicada

semanalmente. Para periodos mais longos (até dois meses) as cepas foram mantidas
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em 3 mL de caldo de soja tripticaseina (TSB) acrescentado de glicerol em partes i1guais
e armazenadas a — 70° C (NCCLS, 1997).

4.4 PESQUISA DE HEMAGLUTININAS MANOSE-RESISTENTES E MANOSE-
SENSIVEIS

Para controle das reagdes utilizou-se a cepa portadora de fimbria tipo 1 -
ORN115 (ORNDOREFF et al., 1985), a cepa portadora da fimbria tipo P — EH824
(RHEN et al., 1983; KORHONEN et al., 1990) e a cepa afimbriada K12. Com o
mtuito de se empregar a técnica mais eficaz para o estudo de aglutininas bacterianas e
devido a caréncia de dados a esse respeito em nosso meio, foram testadas varias
técnicas anteriormente descritas por pesquisadores dessa area. Os ensaios relatados,
tanto para a pesquisa de hemaglutininas quanto de adesinas, foram realizados em

triplicata.

4.4.1 Suspensdo Bacteriana

Com o proposito de se pesquisar a presenga de adesinas manose-resistentes e
para evitar a interferéncia da fimbria tipo 1, as cepas de E. coli foram inicialmente
cultivadas em agar de infuso de cérebro e coragéio de boi (dgar - BHI) por 24 horas a
37° C, sendo que esse meio de cultura proporciona o maximo de expressdo de adesinas
manose-resistentes. Para garantir o maximo de expressdo da fimbria P foram seguidas
as recomendagdes de ABALIA et al. (1997). As cepas bacterianas foram cultivadas
inicialmente em 5 mL de caldo Mueller-Hinton (MH) por cinco dias a 37° C, sob
condigdes estaticas e, em seguida subcultivadas em agar fator adesivo de colonizagdo
(CFA: 1% de acido casamino; 0,15% de extrato de levedura; 0,05% de sulfato de
magnésio; 0,0005% de cloreto de manganés; 2% de agar; pH 7,4) (ANDREU et al.,,
1997), por 24 horas a 36° C.

A partir do crescimento em agar BHI e agar CFA foram preparadas suspensdes

bacterianas distintas, com aproximadamente 10" UFC/mL em tampéo fosfato em
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solugdo salina (PBS) , pH 7,2, contendo D-manose a 3% e em PBS sem D-manose
(VAISANEM; LOUNATMAA; KORHONEN, 1982).

Para pesquisa de adesinas manose-resistentes pertencentes ao grupo X, as
bactérias foram semeadas em agar BHI por 24 horas a 37° C, sob condigGes estaticas, e
a partir do desenvolvimento nesse meio foram feitas suspensdes bacterianas com
aproximadamente 10" UFC/mL em PBS, pH 7,2, com D-manose a 3%. Para favorecer
ao maximo a expressdo da fimbria tipo 1, as cepas bacterianas foram semeadas em
caldo BHI (MERCK) por 48 horas a 37° C, sob condi¢gbes estaticas. Foram feitas as
seguintes suspensdes bacterianas: suspensdes com aproximadamente 10° UFC/mL em
PBS, pH 7,2, sem D-manose; suspensdes com aproximadamente 10° UFC/mL em

PBS, pH 7,2, com D-manose a 3% (PARRY et al., 1983).

A densidade das suspensdes bacterianas foi ajustada segundo a escala
nefelométrica de McFARLAND, que consiste em uma série de tubos contendo
suspensdes de sulfato de bario (Ba,SO,) de turvagdo crescente. Para concentragdes de
aproximadamente 10° UFC/mL utilizou-se como padrio um ponto acima do tubo n.°
10 da escala de McFARLAND, que foi obtido misturando-se 2 mL de cloreto de bario
(BaCly) a 1% com 8 mL de acido sulfiirico (H,SO,4) a 1%, a reagdo originou uma
suspensio de Ba,SO, com turvagdo correspondente a aproximadamente 6,0 x 10°
UFC/mL. A aferi¢do dessas suspensdes bacterianas em relagdo a turvagdo padrdo foi
realizada em espectrofotometro, tendo como pardmetro de comparagdo uma média de
densidade otica entre 1.155 a 1.222, em filtro de 550 nm (LENNETTE; SPAULDING;
TRUANT, 1974; EISENSTEIN; OFEK; BEACHEY, 1979; FINEGOLD; BARON,
1991). As suspensdes bacterianas de aproximadamente 10'' UFC/mL foram aferidas

através de culturas quantitativas em agar CLED.

4.4.2 Suspensdo de Eritrécitos

Foram gentilmente fornecidas pelo Hemocentro do Estado do Parana
(Hemepar) as seguintes amostras de sangue citratado de doadores: grupo O, Rh

positivo, antigeno P, positivo; sangue O, Rh positivo com fendtipo p negativo; sangue
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do grupo A, Rh positivo, antigeno P, positivo e sangue de doadores do grupo A, Rh
positivo, mas com fendtipo p negativo. Puncionaram-se cobaias do biotério do Setor
de Ciéncias Bioldgicas da UFPR para obtengdo de aproximadamente 2 mL de sangue

heparinizado.

Os diferentes tipos de amostras de sangue foram divididos em volumes iguais e
processados da seguinte forma: uma parte do volume foi lavada trés vezes com PBS,
pH 7,2, contendo D-manose a 3% e as hemadcias suspensas a 2,5% em PBS, pH 7,2,
contendo D-manose a 3%; e o restante foi lavado trés vezes com PBS, pH 7,2, sem D-

manose e as hemacias suspensas a 2,5% em PBS, pH 7,2, sem D-manose (PARRY et
al., 1983).

4.4.3 Detecc¢do de Hemaglutinagdo Manose-resistente

Depositou-se sobre uma lamina de vidro 25 pL. da suspensdo bacteriana com
aproximadamente 10'' UFC/mL em PBS, pH 7,2, sem D-manose e 25 pL da
suspensdo de eritrocitos humanos O, Rh positivos, P; positivos a 2,5% em PBS, pH
7,2, sem D-manose. A lamina foi assentada sobre gelo moido e rotada manualmente
por 2 minutos (DUGUID; CLEGG; WILSON, 1978). As cepas que hemaglutinaram
foram submetidas a procedimento idéntico ao anteriormente descrito, porém, foram
suspensas em PBS, pH 7,2, com D-manose a 3% e reagidas com suspensdo de
eritrocitos humanos a 2,5% em PBS, pH 7,2, com D-manose a 3%. Esse procedimento
foi realizado com as cepas desenvolvidas em agar BHI e com as cepas desenvolvidas
em agar CFA. As cepas que hemaglutinaram na presenga de D-manose foram
classificadas como manose-resistentes (MRHA). As cepas de E. coli MRHA foram
testadas frente a suspensdo de eritrocitos humanos p defectivos a 2,5% em PBS, pH

7,2, com D-manose a 3%.

A presenga de hemaglutinagdo com eritrocitos p defectivos indicou a presenga
de adesinas X. Utilizando a mesma técnica, o teste também foi realizado frente a
eritrocitos humanos tipo A, Rh positivos e antigeno P; positivos. O controle das

reagdes de hemaglutinagdo com suspensdes de eritrocitos P, e com eritrocitos p
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defectivos foi realizado reagindo-se as suspensdes de eritrocitos com PBS, pH 7,2,
sem D-manose e com PBS, pH 7,2, com 3% de D-manose, em condigdes idénticas as
do teste. A auséncia de hemaglutinagdo validou o teste (ANDREU et al., 1997). Outra
técnica alternativa testada foi a de DUGUID, CLEGG e WILSON (1979) que
preconizam raspar com alga bacterioldgica o crescimento bacteriano confluente da
superficie do agar e emulsiona-lo diretamente em suspensdo de eritrocitos humanos a

2,5% em PBS, pH 7,2, com D-manose a 3%.

Preparou-se uma reagdo positiva € uma reagdo negativa de hemaglutina¢do
sobre lamina, secou-se ao ar € procedeu-se a coloragdo com corante de Giemsa diluido
1:10 em tamp@o de Sérensen, pH 7,3, por 12 minutos. Apods as laminas estarem secas,
depositou-se uma gota de fluido de montagem (Permount — Fisher — Scientific - USA)
sobre as preparagdes € cobriu-se com laminulas. A andlise foi realizada em

microscopio de luz empregando-se aumento de 1.000 vezes.

4.4.4 Detecgdo de Hemaglutinagdo Manose-sensivel

Foram depositados sobre uma lamina de vidro 25 pL de suspensdo bacteriana
com aproximadamente 10° UFC/mL em PBS, pH 7,2, sem D-manose e 25 plL de
suspensdo de eritrocitos de cobaia a 2,5% em PBS, pH 7,2, sem D-manose. A lamina
foi rotada manualmente por 2 minutos a temperatura ambiente. Empregando a mesma
técnica, as cepas bacterianas que apresentaram aglutinagdo foram suspensas em PBS,
pH 7,2, com D-manose a 3% e testadas com suspensio de eritrocitos de cobaia a 2,5%
em PBS, pH 7,2, contendo D-manose a 3%. As cepas bacterianas cuja hemaglutinagio
com eritrocitos de cobaia foi inibida na presenca de D-manose foram classificadas
como cepas MSHA. Para controlar o fenomeno de auto-aglutinagio, a suspensdo de
eritrocitos de cobaia foi reagida com PBS, pH 7,2, sem D-manose € com D-manose a
3%, sob condig¢des idénticas a do teste. A auséncia de hemaglutinagdo validou o teste

(HAGBERG et al., 1981).

Para complementar a pesquisa de cepas de E. coli MS foi empregada a técnica

alternativa citada por DUGUID, CLEGG e WILSON (1979), na qual mistura-se em
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lamina de vidro 25 pL do cultivo bacteniano de 48 horas em caldo BHI a 37° C, sob
condigdes estaticas, com 25 uL de PBS, pH 7,2, com D-manose a 3% e, em seguida,
agrega-se mais 25 pL de suspensdo de eritrocitos de cobaia a 2,5% em PBS, pH 7,2,
sem D-manose. A ldmina ¢é rotada manualmente por 2 minutos € observa-se a reagdo
de inibigdo de hemaglutinagdo. A pesquisa de hemaglutininas manose-sensiveis foi
confirmada misturando-se em lamina de wvidro 25 pl. da suspensdo bacteriana
(aproximadamente 10° UFC/mL) em PBS, pH 7,2, sem D-manose ¢ 25 pL de uma
suspensdo de leveduras. Para tanto, utilizou-se uma cepa controle de Saccharomyces
cerevisiae cultivada em agar Sabouraud por 48 horas a 30° C, apds esse periodo, as
células leveduriformes foram suspensas em PBS, pH 7,2, sem D-manose a
concentragdo aproximada de 10° UFC/mL, que foi ajustada visualmente comparando-
se com o tubo 9 da escala nefelométrica de MCFARLAND. A mistura foi rotada por 2
minutos, a temperatura ambiente, ¢ a formagdo de grumos brancos foi indicativa de
reagdo positiva. As cepas aglutinantes foram testadas, seguindo a mesma metodologia,
com suspensio de leveduras em PBS, pH 7,2 contendo D-manose a 3%. A auséncia de
aglutinagdo nessa fase confirmou as cepas MSHA. O controle da reagdo foi feito
reagindo-se 25ul da suspensdo de leveduras com 25 pl de PBS, pH 7,2, com e sem D-
manose, sob condigdes idénticas as do ensaio. A auséncia de aglutinagdo validou o
teste (HAGBERG et al., 1981).

Preparou-se em ldmina uma reagdo positiva de aglutinagdo com leveduras e
uma reagdo negativa. Os esfregacos foram secados ao ar e corados pela coloragdo de
Gram (violeta de genciana a 1% — lminuto; lugol — lminuto; &lcool-acetona — 3
segundos; lavar com agua; fucsina basica — 15 segundos; lavar com agua). As laminas
secas foram montadas com fluido de montagem e laminulas. A analise foi realizada em

microscopio de luz empregando-se o aumento de 1.000 vezes.

4.5 DETECCAO DE HEMOLISINAS

As cepas bacterianas foram semeadas em placas de Petri contendo agar

Columbia (MERCK), suplementado com 5% de sangue de carneiro, € incubadas por
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16 a 18 horas a 37° C. Apos esse periodo, as culturas foram observadas quanto a

formagdo de um halo claro em volta das colonias, que € indicativo de hemdlise

(ANDREU et al., 1997).

4.6 PESQUISA DE ADERENCIA BACTERIANA A CELULAS HEp-2

Empregou-se a linhagem continua de células HEp-2 que ¢é derivada de
carcinoma epidermoide de laringe e permite um nimero infinito de passagens em
cultivos celulares in vitro (CARBALLAL; OUBINA, 1991). A metodologia utilizada
no cultivo celular seguiu basicamente o recomendado por LENNETTE, LENNETTE e
LENNETTE (1995). Foi usado o Meio Essencial Minimo (MEM — Sigma — St. Louis
—USA e Cultilab — Campinas — Sdo Paulo — BR), pH 7,2, suplementado com soro fetal
bovino a 10% e com tampdo HEPES (CgH;sN,O4S - Sigma — St. Louis — USA), 1 M,
pH 7.3 - 74 a 1%. Ao MEM foi adicionado 1% de uma solugdo de antibioticos
composta por penicilina G sodica ou potassica de 1.000.000 U em 100 mL de agua
bidestilada e sulfato de estreptomicina a 1%. Para prevenir a contaminagio por fungos

adicionou-se também 0,1% de solugdo de Anfotericina B a 0,1% em agua bidestilada.

4.6.1 Manutengéo da Linhagem Celular

A linhagem de células HEp-2 foi acondicionada em ampolas € mantida em meio
de congelamento celular (90% de soro fetal bovino € 10% de Dimetilsulféxido
(DMSO [Sigma — St. Louis — USA]), a - 150° C em Nitrogénio liquido. O DMSO,
além de baixar o ponto de congelamento, contribui para prevenir danos celulares
causados por desnaturagdo de proteinas. O meio de congelamento foi preparado e
mantido em banho de gelo durante o periodo de manipulagdo das células. A
monocamada celular confluente, cultivada em garrafa de cultivo celular com
capacidade para 30 mL, adicionou-se 5 mL de uma solugdo composta por tripsina
1:250 (Sigma — St. Louis - USA) a 0,5% e écido etilenodiaminotetracético (EDTA) a

0,2% diluidos em PBS, pH 7,2. Observou-se em microscopio invertido o momento do
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desprendimento celular quando, entdo, a solugdo de tripsina € EDTA foi decantada e
as células foram suspensas em 1 mL de soro fetal bovino (Laborclin — Curitiba—PR).
Essa suspensdo celular teve a sua concentragdo ajustada da seguinte forma: as células
foram diluidas em azul de Trypan 0,1% nas concentragdes de 1:20; 1:40; e 1:80, esse
corante penetra nas células mortas corando-as de azul enquanto que as células vivas

impedem a sua passagem e ndo sdo coradas (GEORGE; HIERTROLZER; ADES,
1996).

As diferentes dilui¢des foram depositadas em hemocitometro de Neubauer e
contou-se o nimero de células vidveis nos quatro quadrantes externos da cadmara e no
reticulo central. O nimero de células por mililitro foi calculado empregando-se a

férmula descrita por CAMPBELL ¢ CAMPBELL (1986):

N.° de células/mL = N.° de células contadas x 2 x fator de dilui¢do x 1.000.

Apoés ajuste da concentragdo celular transferiu-se 1mL da suspensdo celular,
contendo aproximadamente 2 x 10° células /mL, para ampolas de polipropileno e
adicionou-se 1mL de meio de congelamento (concentragdo final 1:2). As ampolas
foram transferidas para recipiente contendo alcool isopropilico (C3HzO) (Cryo 1° C
Freezing Cotainer -NALGENE ™ - USA), que propicia um lento resfriamento, na
ordem de — 1° C a — 3° C/minuto, de forma a permitir que a agua do interior das células
seja removida antes de seu congelamento. Assim acondicionadas, as ampolas foram
colocadas em congelador a —70° C por 24 horas e, em seguida em recipiente contendo
Nitrogénio liquido a —150° C. Quando necessario, aliquotas de 1mL de células HEp-2
foram retiradas do Nitrogénio liquido, descongeladas parcialmente em banho-maria a
temperatura entre 37 a 39° C e, em seguida, transferidas para 10 mL de MEM com
soro fetal bovino a 10%. Essa suspensdo celular foi cultivada em garrafas de cultivo
celular com capacidade para 30 mL por 48 horas a 37° C. Apos esse cultivo inicial, a

linhagem celular foi mantida nas garrafas de cultivo celular com MEM suplementado
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com soro fetal bovino a 2%, sendo o meio de cultivo reposto diariamente ou quando
ocorria variagao visivel de pH.

A linhagem celular HEp-2 se propaga rapidamente e, por isso, duas vezes por
semana promoveu-se a dispersdo celular e nova semeadura. Para tanto, obteve-se o
desprendimento celular tratando o cultivo com 5 mL de solugdo de tripsina e EDTA,
conforme descrito anteriormente. A solugdo de tripsina ¢ EDTA foi desprezada e as
células suspensas e homogeneizadas em 2 mL de MEM com 10% de soro fetal bovino.
A suspensdo celular foi diluida em PBS, pH 7,2, na proporgdo de 1:20. Essa diluigdo
foi depositada em cdmara de Neubauer e procedeu-se a contagem do numero de
células nos quatro quadrantes externos € no reticulo central da cdmara. O namero de
células por mililitro de MEM foi calculado, segundo férmula descrita anteriormente, e
o ajuste da concentragdo celular foi obtido variando-se a quantidade de MEM
(aproximadamente 1,2 x 10° células/mL). Essa suspensio celular, devidamente

ajustada, foi semeada em novos frascos de cultivo celular.

4.6.2 Preparo das Monocamadas Celulares

Aliquotas de 50 pL de suspensdo celular, contendo aproximadamente 1,2 x 10°
células/mL, foram depositadas sobre laminulas de vidro de 13 mm de didmetro
contidas em placas de cultivo celular de 24 pogos e incubadas por 15 a 30 minutos a
37° C. A seguir adicionou-se lentamente pelas paredes dos pogos, mais 0,5 mL da
mesma suspensdo celular a cada um dos 24 pogos da placa de cultivo celular. Esse
procedimento assegurou uma Otima aderéncia das células as laminulas. As placas de
cultivo celular foram incubadas a 37° C por 48 a 36 horas, ou até se obter um
crescimento celular semiconfluente cobrindo as laminulas (CARBONARE et al,
2000). Em periodo de incubagdo de 36 horas, no intervalo de 48 horas, o MEM foi

retirado das cavidades e foi reposto meio fresco.
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4.6.3 Preparo das Suspensdes Bacterianas para o Teste de Aderéncia

Com o intuito de se obter o maximo de expressdo das adesinas MS, as cepas de
E. coli MSHA foram previamente cultivadas em caldo BHI a 37° C por 48 horas
(DUGUID; CLEGG; WILSON, 1979). As cepas MRHA foram cultivadas a 37° C por
cinco dias em caldo Mueller-Hinton e, em seguida repicadas para agar CFA e
incubadas por mais 24 horas a 37° C, procedimento que visa minorar a interferéncia
das adesinas MS (ABALIA et al., 1997). Também foram testadas cepas MRHA

cultivadas somente em agar BHI a 37° C por 24 horas.

Com o objetivo de se promover a possivel expressdo de adesinas MS ou MR,
que por ventura ndo foram detectadas pelo método de hemaglutinagio empregado na
primeira fase da pesquisa, as cepas de E. coli que ndo expressaram hemaglutininas
foram novamente éultivadas em caldo BHI, caldo MH e agar CFA, nas condigdes ja
descritas. A seguir as cepas de E. coli MSHA, as cepas MRHA e as cepas sem
hemaglutininas foram suspensas em 5 mL de PBS, pH 7,2, nas seguintes
concentragdes: 7,0 x 10° UFC/mL; 3,0 x 10’ UFC/mL e 6,0 x 10* UFC/mL. As
concentragdes dos indculos bacterianos foram ajustadas espectrofotometricamente e
através de culturas quantitativas em agar CLED. As absorbancias em comprimento de
onda de 625 nm foram, aproximadamente, de 0,02 para a concentragdo de 7,0 x 10°
UFC/mL; 0,04 para concentragdo de 3,0 x 10’ UFC/mL e 0,10 para 6,0 x 10 UFC/mL.
Para as culturas quantitativas, as suspensdes bacterianas foram diluidas em PBS, pH
7.2, a 1:10, 1:100, 1:1.000 e 1:10.000, as duas ultimas diluigdes foram estriadas em
placas de agar CLED com alga bacteriologica de cromo-niquel calibrada para
dispensar 1 pl de amostra. Ap6s um periodo de incubagdo de 18 horas a 37° C contou-
se o numero de colonias de E. coli desenvolvidas no agar CLED. Esse procedimento
permitiu aferir o niimero de unidades formadoras de colonias por mililitro e também

testou a viabilidade bacteriana das suspensoes.



4.6.4 Periodo de Infec¢do das Monocamadas Celulares

Em paralelo, as monocamadas celulares formadas sobre as laminulas foram
lavadas por trés vezes em PBS, pH 7,2 (5 minutos cada lavagem) e recobertas com 0,5
mL das respectivas suspensdes bacterianas das cepas de E. coli. Em seguida foram
incubadas por periodos de 1 hora, 2 horas, 2h30 e 3 horas a 37° C. Apds o periodo de
incubagdo, as suspensdes bacterianas foram removidas e os pogos da placa de cultivo
foram lavados por trés vezes com PBS, pH 7,2, para retirar as bactérias ndo aderentes
(GOLUSZKO et al., 1997). O controle do procedimento foi realizado ndo inoculando a

suspensdo bacteriana em uma monocamada celular.

As monocamadas celulares foram fixadas por 5 minutos com fixador de Bouin
(acido picrico - 28,40 mL; formaldeido - 9,4 mL; acido acético — 1,8 mL) e lavadas
duas vezes com etanol a 70%. O material fixado foi corado com corante de Giemsa
diluido 1:20 em tampio fosfato de Sorensen M/30, pH 7,3, por 45 minutos. Procedeu-
se a desidratagdo através da passagem das laminulas por uma série de solventes
organicos (acetona 1; acetona 2; duas partes de acetona mais uma parte de xilol; uma
parte de acetona mais uma parte de xilol; uma parte de acetona mais duas partes de
xilol; xilol 1; xilol 2). As laminulas foram montadas sobre ldminas de microscopia

com auxilio de dleo de montagem e secadas em estufa a 37° C por 72 horas.

As laminas foram analisadas em microscépio de luz empregando-se aumento de
1.000 vezes, a capacidade adesivd para cada uma das 30 cepas de E. coli foi
determinada contando-se o numero de células bacterianas aderidas a cinqiienta células
eucariodticas e calculando-se a média (GOLUSZKO et al., 1997).

No prosseguimento da pesquisa adotou-se o inoculo padrio de 3,0 x 10
UFC/mL e o tempo fixo de 3 horas (GOLUSZKO et al., 1997).

As cepas que apresentaram aderéncia semelhante ao padrio de aderéncia
localizada foram submetidas a técnica descrita por SCALETSKY, SILVA e
TRABULSI (1984), para confirmagdo de resultado. Nessa técnica a modificagdo
principal consiste em adicionar primeiramente as monocamadas celulares 0,96 mL de

MEM suplementado com 10% de soro fetal bovino, sem antibi6ticos ¢ 0,04 mL da
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suspensdo bacteriana. Incuba-se por 30 minutos a 37° C (periodo infectante), lava-se
em PBS, pH 7,2, por seis vezes cada pogo da placa de cultivo, adiciona-se 1 mL de
MEM, sem antibidticos, com 2% de soro fetal bovino a cada amostra e volta-se a
incubar por mais 3 horas a 37° C (periodo de multiplicagdo). As laminulas finalmente
sdo lavadas por trés vezes em PBS, pH 7,2, fixadas, coradas, desidratadas e montadas

sobre laminas de microscopia.

O teste de aderéncia bacteriana também foi realizado na presen¢a de D-manose
a 1%. Para tanto, apos a dispersdo celular com a solugdo de tripsina e EDTA,
conforme descrito anteriormente, foram preparadas suspensdes de células HEp-2 em
MEM com 10% de soro fetal bovino e adicionado de D-manose a 1%. Essas
suspensdes celulares foram ajustadas em hemocitometro de Neubauer a concentragio
préxima de 1,2 x 10° células/mL e dispensadas sobre laminulas dentro dos pogos das
placas de cultivo celular. Apés 48 horas a 37° C as monocamadas celulares foram
lavadas por trés vezes em PBS, pH 7,2, com D-manose a 1%. As suspensdes
bacterianas (3,0 x 10’ UFC/mL) foram preparadas em PBS, pH 7,2, com D-manose a
1%, dispensadas sobre as monocamadas celulares (0,5 mL) e incubadas a 37° C por 3
horas. A seguir as laminulas foram lavadas trés vezes em PBS, pH 7,2, fixadas,

coradas, desidratadas e montadas sobre laminas de microscopia.



5 RESULTADOS

5.1 PESQUISA DE HEMAGLUTININAS

Foram encontrados trés padroes de hemaglutinagio nas 30 cepas analisadas:

1 — aglutinagdo manose-sensivel de eritrocitos de cobaia expressada isoladamente; 2 —
aglutinagdo manose-sensivel de eritrocitos de cobaia em associagdo com aglutinagdo
manose-resistente de eritrocitos humanos grupo O ou grupo A, ambos Rh positivos e
antigeno P, positivos; 3 — aglutina¢gdo manose-resistente de eritrocitos humanos grupo
O ou grupo A, ambos Rh positivos e antigeno P, positivos, expressada isoladamente. A
tabela 3, p.57, mostra o resultado dos testes para pesquisa de hemaglutininas com
eritrocitos humanos, eritrocitos de cobaia e células de Saccharomyces cerevisiae na
auséncia e na presenga de D-manose.

Entre as variagdes técnicas empregadas para pesquisa de hemaglutininas
bacterianas (MR ou MS), obteve-se melhor resultado quando se empregou a suspenséo
de eritrocitos humanos ou de cobaia a 2,5% em PBS, pH 7,2, com D-manose a 3%. A
pesquisa de hemaglutininas X apresentou resultados inconsistentes empregando-se a
técnica de aglutinagdo com suspensdo de eritrocitos humanos p defectivos. Na
pesquisa de hemglutinagio MR se obteve os mesmos resultados empregando-se
eritrocitos humanos tipo O, Rh positivo, antigeno P; positivo ou eritrdcitos grupo A,
Rh positivo, antigeno P; positivo. As cepas bacterianas manose-resistentes
apresentaram o mesmo padrdo de aglutinagdo independente do fato de terem sido
cultivadas somente em agar BHI, ou segundo a técnica descrita por ABALIA et al.
(1997), na qual as cepas sdo inicialmente cultivadas por cinco dias em caldo MH e
posteriormente repicadas para agar CFA. A técnica direta para pesquisa de
hemaglutinagdo citada por DUGUID, CLEGG e WILSON (1979), que preconiza a
raspagem do crescimento bacteriano da superficie do agar e subseqiiente emulsdo

direta em suspensdo de eritrocitos, apresentou resultados idénticos a técnica tradicional
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na qual se reagem volumes iguais de suspensdo bacteriana em PBS, pH 72, e

suspensdo de eritrocitos em PBS, pH 7,2. No grafico 1, p. 63, observa-se a distribuigdo

das diferentes hemaglutininas pesquisadas nas 30 cepas bacterianas em estudo.

A figura 1, p.65, ilustra o aspecto microscopico do fendmeno de
hemaglutinagdo demonstrando uma cepa bacteriana hemaglutinante. A coloragdo de
Giemsa torna evidente a avidez com que as células bacterianas possuidoras de

hemglutininas MR ligam-se a superficie de eritrocitos humanos.

TABELA 3 - EXPRESSAO FENOTIPICA IN VITRO DE HEMAGLUTININAS MANOSE-
RESISTENTES E MANOSE-SENSIVEIS EM CEPAS UROPATOGENICAS DE E.

coli

EXPRESSAO DE ERITROCITOS S. cerevisiae

HEMAGLUTININAS . )

Humanos Cobaias
N° de Cepas (%) M- M+ M- M+ M- M+
Cepas hemaglutinantes: 25 (83,3)

Cepas MRMS: 9 (30) + + + — + _
Cepas MR: 4 (13,3) + + — NT — NT
Cepas MS: 12 (40) — NT + — + —
Nio hemaglutinantes: 5 (16,6) — NT — NT — NT

NOTAS: MR: Manose-resistente, MS: Manose-sensivel.
M-+: com manose, M-: sem manose.
+ Aglutinagdo, — Auséncia de aglutinagao.
NT: Nio testado.

A figura 2, p.66, mostra a reagdo positiva de aglutinagdo de células de S.
cerevisiae com cepas de E. coli. As figuras 3, p.67, e a figura 4, p.68, permitem
observar a interagdio entre cepas de FE. coli aglutinantes € ndo aglutinantes,
respectivamente. As células leveduriformes coram-se pelo corante de Gram

apresentando-se roxas, enquanto que as células bacterianas Gram-negativas ndo retém



o corante e coram-se em vermelho pela fucsina.

5.2 PESQUISA DE HEMOLISINAS

Das 30 cepas de E. coli testadas, oito (26,6%) apresentaram-se hemoliticas
quando semeadas em agar-sangue de carneiro a 5%. Na figura 5, p.69, observa-se o
halo claro formado em tormo de colonias de cepas hemoliticas de E. coli, apds
desenvolvimento em agar — sangue por 16 a 18 horas a 37° C, em contraste com cepas
ndo hemoliticas. A zona clara é decorrente da lise dos eritrocitos que suplementam o
meio de cultivo bacteriano. A tabela 4, p.58, permite identificar nas cepas bacterianas
a expressdo simultdnea de hemolisinas e hemaglutininas. Todas as cepas hemoliticas
também expressaram hemaglutininas MS. O grafico 2, p.64, ilustra a associagdo

encontrada entre MSHA e hemolise.

TABELA 4 - FATORES DE VIRULENCIA (HEMAGLUTINACAO
MANOSE-RESISTENTE, HEMAGLUTINACAO MANOSE-
SENSIVEL E HEMOLISE) EM 30 CEPAS
UROPATOGENICAS DE E. coli

EXPRESSAO DOS FATORES DE VIRULENCIA | N.° DE CEPAS (%)

Hemaglutinagdo 25 (83,3)
Cepas expressarido hemaglutininas MR 13 (43,3)
Cepas expressando hemaglutininas MS 21 (70)

Hemolise e Hemaglutinagdo 8 (26,6)
Cepas exclusivamente hemoliticas 0
Cepas MRMS ¢ hemoliticas 4 (13,3)
Cepas MR ¢ hemoliticas 0
Cepas MS e hemoliticas 4 (13,3)

Auséncia de aglutinagdo e de hemdlise 5(16,6)

NOTA: MR: Manose-resistente, MS: Manose-sensivel.
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5.3 TESTE DE ADESAO BACTERIANA A CELULAS HEP-2

Entre os diferentes tempos de infecgdo e diferentes concentragdes bacterianas
testadas para se determinar a capacidade adesiva das cepas bacterianas, adotou-se
como procedimento padrdo o emprego do indculo bacteriano de aproximadamente 3 x
10" UFC/mL e do tempo de infecgio de 3 horas. Esse foi o indculo bacteriano maximo
permitido para o teste de aderéncia, uma vez que cepas hemoliticas em concentrag¢des
superiores a essa se apresentaram citotoxicas para a monocamada de cultivo celular
(figura 12, p.76). Na tabela 5, p.60, observa-se que o numero de células bacterianas
aderidas a células eucaridticas teve relagdo direta com a concentragdo do indculo
bacteriano e com o tempo de infec¢gdo. De modo geral, cepas MRMS apresentaram
taxas mais elevadas de aderéncia celular (aproximadamente 6,3 bactérias/célula HEp-
2). Cepas MRHA apresentaram taxas discretas de adesdo (aproximadamente 3,8
bactérias/célula HEp-2), enquanto que as MSHA apresentaram baixo poder de
aderéncia celular (aproximadamente 1,3 bactérias/célula HEp-2). As cepas de E. coli
que ndo expressaram hemaglutininas, praticamente, ndo aderiram a monocamada

celular.

Foram observadas trés maneiras distintas de aderéncia celular: 1 — difusa,
caracterizada pela distribui¢do das bactérias por toda a superficie da célula (figura 6,
p.70); 2 - em agrupamentos semelhantes aqueles encontrados na aderéncia localizada
tipica de E. coli enteropatogénica (figura 7, p.71). A técnica descrita por
SCALETSKY, SILVA e TRABULSI (1984) possibilitou observar com mais nitidez a
formagdo dos agrupamentos bacterianos (figura 11, p.75). De modo geral, cada célula
HEp-2 apresentou um agrupamento bacteriano, porém, cepas muito aderentes, como
foi o caso da cepa n.° 30, formaram de dois a trés agrupamentos por célula (figura 9,
p.73); 3 - em agregados semelhantes a “pilhas de tijolos” (figura 10, p.74). Os trés
tipos de aderéncia ndo foram constantemente expressos por uma mesma cepa
bacteriana. Nos ensaios de aderéncia, em alguns casos, houve a formagdo de vaciolos
citoplasmaticos, porém, como o fendmeno ndo se apresentou de forma reprodutivel,

ndo foi possivel relaciona-lo a uma determinada cepa ou a um artificio técnico (figura
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11, p.75). O emprego de inéculo de células HEp-2 de aproximadamente 1,2 x 10’
c€lulas/mL e periodo de incubagdo de 48 horas garantiu o crescimento semiconfluente
das camadas celulares (figura 13, p.77). Observou-se que a D-manose a 1% provocou
aumento na capacidade adesiva das cepas de E. coli que expressaram adesinas

manose-resistentes (figura 14, p.78 e figura 15, p.79).

TABELA 5 - EFEITO DA DENSIDADE DO INOCULO BACTERIANO E DO TEMPO DE
INFECCAO SOBRE A CAPACIDADE ADESIVA DE CEPAS UROPATOGENICAS

DE E. coli
INOCULO (UFC/mL) TEMPO (HORAS)
CEPAS Tempo Fixo Concentragdo Fixa
(Fenétipo (3 horas) (3x10” UFC/mL)
Hemaglutinante)
n.° ¢ tipo 7x10° 3x10’ 6x10° 2:00 2:30 3:00
2 (MRMS) M3 4 7.7 25,0 3,6 4.8 7.7
4 (MRMS) 6,0 10,4 NT 6,4 10,2 10,4
8 (MRMS) 3,0 3,8 13,5 2,3 3,3 3,8
11 (MRMS) 4,6 6,8 27,0 4,9 5,6 6,8
14 (MR) 4,0 43 11,0 2,3 4,0 4,3
15 (MR) 2,0 2,2 11,0 1,6 2,0 2,2
19 (MR) 1,6 2,0 6,0 1,6 1,5 2,0
21 (MR) 42 7,0 13,0 3,6 4,0 7,0
22 (MRMS) 11,0 9.6 @ . 6,8 9.0 9.6
23 (MRMS) 6,0 6,3 2,0 4,6 6,3
27 (MRMS) 6,0 7,0 4,0 4,0 7,0
29 (MRMS) 4,7 5,0 3,4 4,0 5,0
30 (MRMS) 13,0 20,3 56,0 10,4 12,8 20,3

NOTAS: MR: Manose-resistente, MS: Manose-sensivel.
UFC: Unidades formadoras de coldnia.
NT: Nio testado.

(1) Numero médio de bactérias aderidas a células HEp-2.
(2) Cepas hemoliticas causando descolamento da monocamada celular.
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5.4 CARACTERISTICAS GERAIS DAS CEPAS BACTERIANAS

A tabela 6, p.62, mostra a expressdo fenotipica in vitro de hemaglutininas,
adesinas e hemolisinas nas 30 cepas de E. coli selecionadas para esta pesquisa € as

caracteristicas dos pacientes quanto ao sexo, idade e indicagdo clinica.
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TABELA 6 - CARACTERISTICAS FENOTIPICAS DE 30 CEPAS UROPATOGENICAS DE E.coli
QUANTO A EXPRESSAO DE HEMAGLUTININAS, ADESINAS E HEMOLISINAS E
PERFIL DOS PACIENTES EM RELAGCAO A SEXO, IDADE E INDICAGAO CLINICA

CEI:,AS DADOS DOS PACIENTE® FENOTIPO | AD E,SAO CELULAR | 1evOLISE

n Sexo | Idade | Indicagdo clinica (Bactéria/célula HEp-2)

01 F 53 Rotina —_— — —
02 F 51 Infecgdo urinaria MRMS 7,7 —
03 M 73 Controle MS 1,0 —
04 F 28 Rotina MRMS 10,4 —
05 F 35 Pré-operatorio MS 0,6 e
06 F 51 Rotina MS 0,7 —
07 F 98 Infecgdo urinarnia —_— 0,3 —
08 F 39  Dor lombar MRMS 3,8 —
09 M 70  Orquite _— — —
10 F 65 Investigagdo MS 0,4 +
11 F 35  Pré-operatdrio MRMS 6,8 —
12 F 22 Pré-natal MS 2.4 —
13 F 42  Infecgdo urinaria MS 35 —
14 F 37 Rotina MR 43 —
15 F 23 Distria MR 2,2 —
16 F 36 Infecgdo urinaria MS 1,7 —
17 F 23 Pielonefrite MS 1,8 +
18 F 24  Pielonefrite —_— — —
19 F 26  Pielonefrite MR 2,0 —
20 F 42 “Investigagdo —_— 0,4 —
21 F 29 Rotina MR 7,0 —
22 F 43  Rotina MRMS 9,6 +
23 F 57 Investigacdo MRMS 6,3 +
24 F 44  Investigagdo MS 0,7 —
25 M 56 Rotina MS 0,3 +
26 F 35  Pré-operatdrio MS 0,8 —
27 F 51 Investigagdo MRMS 7,0 +
28 F 49  Transplante hepatico MS 2,0 +
29 F 28  Pielonefrite MRMS 5,0 +
30 F 24  Infecgdo urinaria MRMS 20,3 —

NOTA: MR: Manose-resistente, MS: Manose-sensivel, —: negativo, +: positivo.
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GRAFICO 1 - DISTRIBUICAO DE HEMAGLUTININAS MR E MS EM 30
CEPAS UROPATOGENICAS DE Escherichia coli

Hemaglutininas

NOTAS: MR: Manose -resistente.
AUS.: Auséncia de hemaglutininas.
MRMS: Manose -resistente € Manose —sensivel.
MS: Manose —sensivel.



GRAFICO 2 - ASSOCIACAO ENTRE HEMAGLUTINACAO MANOSE-
SENSIVEL (MS) E PRODUCAO DE HEMOLISINA (Hly)
EM 21 CEPAS UROPATOGENICAS DE Escherichia coli

OMS
OMS+Hly




FIGURA 1 - AGLUTINACAO DE CEPA DE E. coli COM ERITROCITOS HUMANOS

NOTA: — bactérias; =2 eritrocitos: barra: 10 um (Giemsa, x 1379.40).
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FIGURA 2 - AGLUTINACAO DE CEPA DE E. coli COM S. cerevisiae

NOTA: — bactérias; =» leveduras; barra: 10 um (Gram, x 1379,40).
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FIGURA 4 - REACAO DE AGLUTINACAO NEGATIVA ENTRE CEPA DE E. coli E S. cerevisiae

X / |
g‘ - -

NOTA : — bactérias; =>» leveduras: barra: 10 um (Gram, x 1379.40).
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FIGURA 5 - E. coli CULTIVADA EM AGAR-SANGUE APRESENTANDO REACAO NAO
HEMOLITICA (ESQUERDA) E HEMOLITICA (DIREITA)
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FIGURA 6 - AD

NOTA: —> bactérias; barra: 10 um (Giemsa, X 1379.40).

ERENCIA DIFUSA DE E. coli UROPATOGENICA EM CELULAS HEp-2
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FIGURA 7 - ADERENCIA EM AGRUPAMENTOS LOCALIZADOS DE E. coli UROPATOGENICA
EM CELULAS HEp-2

NOTA: — bactérias; barra: 10 um (Giemsa, x 1379.40).



FIGURA 8 - E. coli UROPATOGENICA FORMANDO UM AGRUPAMENTO LOCALIZADO EM
CELULA HEp-2

NOTA: — bactérias; barra: 10 pm (Giemsa, x 1379,40).

2



FIGURA 9 - E. coli UROPATOGENICA FORMANDO DOIS AGRUPAMENTOS LOCALIZADOS
EM CELULA HEp-2

NOTA: — bactérias; barra: 10 um (Giemsa, x 1379.,40).
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FIGURA 10 - E. coli UROPATOGENICA ADERINDO EM FORMA DE AGREGADOS A CELULAS
HEp-2

NOTA: — bactérias; barra: 10 um (Giemsa, x 1379.40).
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FIGURA 11 - CELULA DA LINHAGEM HEp-2 INFECTADA COM E. coli UROPATOGENICA E
APRESENTANDO VACUOLOS CITOPLASMATICOS

'l,

NOTA: —> bactérias; W vacuolos; barra: 10 um (Giemsa, x 1379,40).
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FIGURA 12 - EFEITO CITOTOXICO DE CEPA DE E. coli HEMOLITICA EM CELULAS HEp-2

-
-

NOTA: —> bactérias: W rompimento da membrana citoplasmatica; barra: 10 pm (Giemsa, x 1379,40).



FIGURA 13 - MONOCAMADA SEMICONFLUENTE DE CELULAS HEp-2

NOTA: —> bactérias (Giemsa, x 963,38).
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FIGURA 14 - ADESAO DE CEPA DE E. coli A CELULAS HEp-2 NA PRESENCA DE D-MANOSE

& ]

NOTA: — bactérias; barra: 10 um (Giemsa, x 1379.40).



FIGURA 15 - ADESAO EM AGREGADOS DE CEPA DE £ coli A CELULAS HEp-2, NA
PRESENCA DE D-MANOSE

NOTA: — bactérias (Giemsa, x 1379.40).
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6 DISCUSSAO

6.1 QUANTO A HEMAGLUTINACAO

O desempenho do teste de aglutinagdo das cepas de E. coli expressando
hemaglutininas manose-sensiveis com a suspensdo de leveduras foi concernente com
os relatos de varios pesquisadores, que utilizaram suspensdes leveduriformes de
Candida albicans ou de S. cerevisiae (EISENSTEIN; OFEK; BEACHEY, 1979,
HAGBERG et al., 1981; OFEK; MOSEK; SHARON, 1981). Conforme a tabela 3,
p.57, as cepas de E. coli expressando MSHA ligaram-se tanto a células leveduriformes
quanto a eritrdcitos de cobaia na auséncia de D-manose. Em contraste, as cepas
possuidoras apenas de hemaglutininas manose-resistentes ndo aglutinaram as células
leveduriformes. A pesquisa de hemaglutininas MS mostrou resultados constantes tanto
com eritrécitos de cobaia quanto com leveduras. As bactérias que n3o apresentaram
hemaglutininas MS nas concentragdes empregadas no teste (10° UFC/mL), mesmo
quando suspendidas em concentrages de até 10'' UFC/ mL, ndo aglutinaram
eritrocitos de cobaia e células leveduriformes. Porém, a pesquisa de hemaglutininas
MR mostrou certo grau de indefinicdo de acordo com variagdes na concentragdo do
inéculo. Aumenfando-se a concentragio bacteriana de 10° UFC/mL para 10'' UFC/
mL, cepas que a principio foram negativas para hemaglutinagdo MR, apresentaram
uma discreta aglutinagdo. Essas cepas foram classificadas com manose-resistentes.
Segundo CHICK et al. (1981), a cepa bacteriana com esse tipo de comportamento
pode estar apresentando um nmimero reduzido de células expressando hemaglutininas
MR. Esses dados revelam que a pesquisa de hemaglutininas MR, com as técnicas
presuntivas descritas na literatura, apresenta limitagdes técnicas que requerem cautela

na interpretagdo dos resultados.

As cepas MSHA mantiveram o mesmo padrio de hemaglutinagdo,

independente do periodo de estocagem ou do niimero de passagens em meios de
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cultivo. A maioria das cepas MRHA também manteve constante o titulo de
hemaglutinagdo, porém, as cepas n. ° 6 ¢ 19, quando retestadas apos periodos de
estocagem prolongados (dois a seis meses) ou apOs varios repiques em agar, perderam
parte de sua capacidade hemaglutinante. DUGUID, CLEGG e WILSON (1978)
descreveram fendmeno semelhante ao trabalharem com cepas uropatogénicas de F.
coli MRHA. O contrario aconteceu com a cepa 4 que inicialmente ndo expressou
hemaglutininas e apds varios repiques em agar apresentou o fendtipo MRMS. A cepa
22, a principio, foi classificada como MSHA e apds varias passagens em agar
apresentou-se como MRMS. Ha que se considerar a possibilidade de ter ocorrido a
transmissdo plasmidial desses fatores de viruléncia entre as cepas de E. coli em estudo.
Esses resultados reforcam as consideragdes de KISIELIUS et al. (1989), que, ao
estudarem a expressdo de adesinas em E. coli, constataram que ndo havia concordincia
absoluta entre os titulos de hemaglutinagdo € o estado de piliagdo bacteriana. Os
autores encontraram cepas que reagiram positivamente com sondas de fimbria P e nem
sempre expressaram hemaglutinagdo manose-resistente. Concluiram que condigdes

ambientais in vitro podem interferir na expressdo das adesinas.

Sob as condi¢des empregadas no presente trabalho ndo foi possivel diferenciar
as cepas MRHA com fimbria P daquelas com adesinas X. Segundo a classificagdo de
EDEN (1986), as cepas de E. coli que expressam apenas as adesinas genericamente
denominadas de X sdo manose-resistentes, mas ndo sdo especificas para receptores de
eritrocitos humanos grupo P;, reagindo também com eritrocitos humanos p defectivos.
As cepas de E. coli, que expressam simultaneamente fimbria P e adesinas X, também
aglutinam os dois tipos sangiiineos, enquanto que as cepas unicamente P-fimbriadas s6
aglutinam eritrocitos humanos P; A principio, apenas as cepas 29 e 30 aglutinaram
ambos os tipos sangiiineos, porém, em ensaios subseqiientes, outras cepas
apresentaram variabilidade na expressdo fenotipica de adesinas MR. A falta de
reprodutibilidade apresentada pelos testes presuntivos para diferenciagdo entre
adesinas X e adesinas da fimbria P leva a considerar que apenas ensaios em bases

moleculares podem distinguir efetivamente esses dois tipos de moléculas adesivas

Embora o nimero reduzido de cepas testadas ndo seja suficiente para uma
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comparagdo de dados, observando-se a distribuicio de hemaglutininas entre as 30
cepas de E. coli testadas (tabela 3, p. 57 e grafico 1, p.63), percebe-se concordancia
parcial com resultados obtidos por outros pesquisadores. No presente trabalho
encontrou-se em 70% dos isolados (21 cepas) a expressdo de hemaglutininas MS, 40%
(12 cepas) expressando somente hemaglutinina MS e 30% (nove cepas) expressando
hemaglutininas MS juntamente com MR (tabela 4, p.58). Esses achados corroboram os
dados da literatura que apontam a expressdo de hemaglutininas MS como um
importante fator de viruléncia em cepas de E. coli uropatogénicas. HAGBERG et al.
(1981), ao pesquisarem fatores de viruléncia em cepas uropatogénicas de E. coli,
também encontraram aproximadamente 70% delas expressando hemaglutininas MS.
Por sua vez, PARRY et al. (1983) detectaram hemaglutinagdo MS em 56,6% das cepas
de E. coli isoladas de pacientes hospitalares € com bacteriuria significativa. Esses
resultados também demonstram a distribuigdo ubiqua das hemaglutininas manose-
sensiveis entre as enterobactérias, fato que as torna alvo de controvérsias entre os
pesquisadores quanto a sua efetiva contribuigdo para o potencial de viruléncia do
patégeno. Porém, elevadas taxas de expressdo de hemaglutininas MS em bactérias
causadoras de cistite t€ém direcionado esforgos no sentido de elucidar o seu verdadeiro
papel na patogénese das infecgdes do trato urinario. E conhecido que as duas
propriedades conferidas a bactérias que expressam hemaglutininas MS (ligagdo a
glicoproteina de TAMM-HORSFALL do muco urinirio e a polimorfonucleares)
contribuem para sua remogdo do organismo do hospedeiro (EDEN, 1986). A
expressdo de altas taxas de hemaglutininas MS € um fendmeno que pode ser
interpretado como uma estratégia bacteriana para sobrepujar essa desvantagem e

colonizar o uroepitélio.

As hemaglutininas manose-resistentes foram expressas por um niimero menor
de cepas em relagdo as hemaglutininas manose-sensiveis. No presente trabalho, 13
cepas (43,3%) apresentaram hemaglutinagdo manose-resistente com eritrocitos
humanos, sendo que nove cepas (30%) exibiram o fendtipo MRMS, ou seja,
expressaram os dois tipos de adesinas, € quatro cepas (13,3%) expressaram MRHA
isoladamente (tabela 4, p.58, grafico 1, p.63). Na pesquisa de GREEN ¢ THOMAS
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(1981), 56% das cepas uropatogénicas de E. coli hemaglutinaram eritr6citos humanos
via manose-resistente. O percentual obtido por PARRY et al. (1983) foi de 13,8% de
cepas uropatogénicas de FE. coli apresentando isoladamente hemaglutininas MR.
Estudos epidemioldgicos documentam a relagdo direta que ha entre cepas de E. coli
portadoras de hemaglutininas MR e severidade das infecgdes urinarias. A
hemaglutinagdo MR torna-se um indicador do potencial adesivo bacteriano e sua

capacidade de colonizar superficies epiteliais.

Conforme a tabela 3, p.57, obteve-se uma quantidade de 30% de bactérias
expressando o fenétipo MRMS, enquanto que PARRY et al. (1983) relatam o
isolamento de 26,6% de cepas uropatogénicas de E. coli expressando simultaneamente
hemaglutininas MS e MR. Acredita-se que a informagdo genética para ambas as
adesinas, MS e MR, capacita a bactéria a exercer seu poder de invasdo, permitindo a
expressdo simultinea ou alternada das adesinas conforme as condi¢Ses ambientais,
através de um mecanismo de cooperativismo e selecdo. As cepas classificadas como
MRMS, ou seja, que apresentaram simultaneamente os dois tipos de adesinas, revelam
a capacidade bacteriana de expressar fatores de viruléncia adequados as condi¢des do

meio ambiente.

Bactérias que nio expressaram nenhum tipo de hemaglutinina detectavel
através das técnicas empregadas corresponderam a 16,6% dos casos (cinco cepas).
Porém, deve-se considerar as limita¢Ges desses testes presuntivos € a possibilidade de
ocorréncia de outros tipos de hemaglutininas, ndo incluidas nesta pesquisa, entre os
isolados clinicos. Outra hipétese, baseada nos trabalhos de KISIELIUS et al. (1989),
aventa a possibilidade de que condigdes ambientais de cultivo, armazenagem e as
varias passagens bacterianas para meios de conservagdo podem atuar sobre a

expressdo de fatores de viruléncia obscurecendo-os.

6.2 QUANTO A HEMOLISE

Sob as condigdes empregadas nesta pesquisa 26,6% das cepas de E. coli (8

cepas) apresentaram-se hemoliticas e simultaneamente expressaram adesinas, sendo
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que quatro cepas expressaram somente hemaglutininas MS, enquanto que quatro cepas
apresentaram o fenotipo MRMS (tabela 4, p.58). Dessa forma, todas as cepas que
expressaram hemolisinas também expressaram hemaglutininas MS. Embora a
expressdo desses dois fatores de viruléncia constitua fendmeno que pode ocorrer
1soladamente, o grafico 2, p.64, ilustra a associagdo que houve entre cepas MSHA e
produgdo de hemolise. Pesquisas t€m indicado a possibilidade de que hemaglutinagio
e hemolise, além de outros fatores de viruléncia, sejam fenomenos codificados por
blocos de genes inseridos em ilhas associadas & patogenicidade situadas no ADN
bacteriano em regides circunvizinhas aos genes que codificam para o RNA
transportador, ou mesmo dentro dessa regido. Ainda ndo esta claro se o fato dessas
seqiiéncias génicas estarem localizadas em regides proximas acarreta a expressdo

simultanea de seus produtos (MOBLEY, 2000).

GREEN e THOMAS (1981) encontraram hemolise em 67% das cepas de F.
coli isoladas de urina de pacientes com infec¢do do trato urinario. IKAHEIMO et al.
(1993), ao estudarem as caracteristicas de cepas de E. coli uropatogénicas relacionadas
a cistite, encontraram 22,5% dos isolados apresentando propriedade hemolitica.
Posteriormente IKAHEIMO et al. (1994) acharam 35% de cepas de E. coli
pielonefritogénicas expressando hemolisinas. ANDREU et al. (1997) relatam atividade
hemolitica em 57% de cepas de E. coli pielonefritogénicas e em 55% de cepas
causadoras de cistite. Os autores presumem que a hemolisina contribui para injuria
tecidual através de efeitos citoliticos e, dessa forma, propicia a invasdo bacteriana e a
persisténcia do microrganismo no trato urinario do hospedeiro. Outro efeito seria a
agdo hemolitica que forneceria ao microrganismo uma fonte de ferro ou, ainda, a lise

de células fagocitarias e, conseqiientemente, prote¢do contra a fagocitose.

A associagdo entre a produgdo de hemolisinas e expressdo de hemaglutininas
MS em cepas de E. coli uropatogénicas, constatada no presente trabalho, leva a
considerar que esse fato possa se constituir em mais uma estratégia bacteriana para se
livrar do mecanismo de fagocitose. Como as hemaglutininas MS possuem receptores
em células fagocitarias, a produgdo simultinea de hemolisina teria a finalidade de lisar

essas células e, desse modo, garantir a persisténcia da bactéria no trato urinario.
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6.3 QUANTO A ADESAO BACTERIANA A CELULAS EPITELIAIS

Confirmando os dados da literatura constatou-se, neste estudo, significativa
capacidade adesiva nos isolados uropatogénicos. Todas as cepas bacterianas que
expressaram hemaglutininas aderiram a linhagem celular HEp-2, sendo que aquelas
com fenétipo MRMS apresentaram capacidade adesiva mais pronunciada
(aproximadamente 6,3 bactérias/célula HEp-2). As cepas que expressaram somente
hemaglutininas MR apresentaram discreta capacidade adesiva (aproximadamente 3,8
bactérias/célula HEp-2), enquanto que as cepas apenas com hemaglutininas MS, em
geral, apresentaram baixa capacidade adesiva (aproximadamente 1,3 bactérias/célula
HEp-2). Estudos tém relatado que a maioria das cepas MS liga-se muito pouco a
células epiteliais, sendo excepcional o relato desse tipo de cepa com alta capacidade
adesiva (EDEN, 1986). Entretanto, conforme a tabela 6, p.62, observa-se que algumas
cepas expressando exclusivamente hemaglutininas MS aderiram de forma mais
eficiente que cepas unicamente com hemaglutininas MR e sabidamente
pielonefritogénicas. CHICK et al. (1981) também relatam discrepancias entre a
hemaglutinagdo e a adesdo celular. Portanto, hd que se considerar a interferéncia de
uma grande variedade de antigenos bacterianos capazes de produzir hemaglutinagéo,
além das adesinas. As cepas ndo hemaglutinantes praticamente ndo aderiram a células
HEp-2. Embora seja dificil a caracterizagdo experimental do ambiente no qual ocorre a
interagdo “parasita-hospedeiro”, os resultados obtidos com o emprego de linhagens
epiteliais in vitro, permitiu verificar que a expressdo de hemaglutininas foi um fator

preditivo da capacidade adesiva bacteriana.

A concentragdo do indculo bacteriano foi determinante para o aumento da
capacidade adesiva, principalmente em concentragdes acima de 10’ UFC/mL. O
prolongamento do tempo de infecgdo apresentou efeito mais discreto sobre a
capacidade adesiva bacteriana. Resultados semelhantes a esses foram encontrados por
GOLUSZKO ‘et al. (1997) em relagdo ao aumento na capacidade adesiva bacteriana
conforme se aumenta a concentragdo bacteriana e o tempo de exposigdo. O periodo

maximo de tempo testado, 3 horas, ndo permitiu que a bactéria atingisse a fase
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logaritmica de crescimento.

Segundo TOBE e SASAKAWA (2001), a expressdo de adesinas em cepas de
E. coli diarreiogénicas ocorre com mais intensidade na fase logaritmica. No presente
estudo adotou-se o tempo de contato de 3 horas em fungdo das cepas hemoliticas, que

em periodos mais prolongados poderiam afetar as monocamadas celulares.

As cepas de E. coli uropatogénicas apresentaram padrdes de aderéncia
parecidos aos encontrados nas cepas de E.coli diarreiogénicas: aderéncia difusa (figura
6, p.70); aderéncia semelhante a localizada (figuras 7, p.71, e figura 8, p.72) e
aderéncia em agregados (figura 10, p.74). Ao contrario das cepas de E. coli implicadas
em infecgdes intestinais, em relagdo a cepas de E. coli uropatogénicas ainda ndo se
comprovou uma associacdo entre diferentes padrdes de aderéncia e potencial

patogénico dessas cepas.

Estudos consideram provavel a transmissdo horizontal, entre diferentes cepas
bacterianas, dos elementos génicos que codificam para os fatores de viruléncia. O gene
que codifica para certas caracteristicas de cepas de EPEC (“locus of enterocyte
effacement” - gene LEE) apresenta algumas seqii€ncias similares as encontradas nas
ilhas associadas a patogenicidade (PAI) das cepas de E. coli uropatogénicas
(DONNENBERG; WELCH, 1996). Portanto, cepas de E. coli uropatogénicas e
diarreiogénicas podem compartilhar fatores de viruléncia em comum. Para se
confirmar se as cepas uropatogénicas deste estudo estdo realmente expressando os
mesmos padrdes de aderéncia exibidos pelos isolados diarreiogénicos haveria

necessidade de uma pesquisa ao nivel molecular.

O objetivo principal do ensaio de aderéncia, nesta pesquisa, foi relaciona-lo ao
fendmeno hemaglutinante. A constatagdo de diferentes padroes de aderéncia em cepas
de E. coli uropatogénicas constituiu um dado adicional. Desde que cepas hemoliticas
provocaram descolamento da monocamada celular em concentragdes mais elevadas,
para se estabelecer a capacidade adesiva de todas as cepas, hemoliticas e ndo
hemoliticas, padronizou-se o in6culo de 3 x 10’ UFC/mL. Desse modo, ndo foi

possivel estabelecer o tipo exato de aderéncia para cada cepa. Para tanto, seria
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necessario excluir as cepas hemoliticas e, para as demais, empregar inoculos mais
densos e tempo de infecgdo mais prolongado com o propdsito de permitir a cepa

bacteriana alcangar a fase logaritmica de crescimento.

Pesquisas adicionais serdo necessarias para verificar se, como acontece com
cepas de E. coli diarreiogénicas, as caracteristicas fenotipicas de aderéncia celular
apresentadas por essas cepas uropatogénicas estdo associadas ao papel que

desempenham no estabelecimento de processos infecciosos do trato urinario.

Conforme tabela 5, p.60, as cepas com fendtipo MRMS e hemoliticas
danificaram a monocamada de cultivo celular descolando-a da laminuia (figura 12,
p.76). Cepas diarreiogénicas de E. coli que causam descolamento de células das
laminulas (CDEC) durante ensaios de aderéncia in vitro pertencem a um grupo distinto
de bactérias enteropatogénicas. O fendmeno de descolamento celular tem sido
observado com cepas EaggEC, com cepas DAEC e com algumas cepas de EPEC.
MARQUES et al. (1995) correlacionaram o descolamento de monocamadas de células
HEp-2 produzido por cepas DAEC a atividade hemolitica. Enquanto que o
descolamento de monocamadas de células HeLa, por a¢do de cepas de EPEC, esta
relacionado a elevagdo do Ca®* livre no citoplasma da célula. Os autores identificaram
isolados fecais de E. coli - em suspensdes de aproximadamente 10® UFC/mL - que
descolaram monocamadas de células HeLa apos 3 horas de contato e lisaram
eritrocitos no mesmo periodo de incubagdo. Através de ensaios de hibridizagdo com
sondas de ADN demonstraram que o fendmeno de descolamento celular estava

associado a produgdo de alfa-hemolisina.

GOMES, ABE e MARQUES (1995) encontraram cepas de EAggEC
apresentando propriedades hemoliticas e causando descolamento de monocamadas

celulares em cultivo.

A maioria das cepas de E. coli que causou descolamento celular na pesquisa de
FABREGA et al. (2001) apresentou também hemaglutinagio manose-resistente,

porém, os autores ndo relataram associagdo entre descolamento celular e hemolise.

Na presente pesquisa, a cepa pielonefritogénica 29 (tabela 6, p.62) apresentou-
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se hemolitica, com fenétipo hemaglutinante MRMS e com aderéncia celular na forma
de agregados em concentragio de 3 x 10" UFC/mL (figura 11, p.75). Aumentando-se a
concentragio para aproximadamente 6 x 10° UFC/mL houve descolamento da
monocamada celular. Porém, a interpretagdo desses dados requer um estudo mais
aprofundado, ja que ainda ndo se conhece a importancia da aderéncia agregativa e do
descolamento celular em cepas uropatogénicas. Além disso, o padrio de aderéncia

agregativa teria que ser confirmado por métodos moleculares.

As cinco cepas bacterianas que ndo aderiram as células HEp-2 também nio
expressaram hemaglutininas, dado que reforga a relagdo estreita entre hemaglutininas e
adesdo celular. Outra caracteristica dessas cepas ndo aderentes € ndo hemaglutinantes

foi a auséncia de expressdo de hemolisinas.

Bactérias com pouca ou nenhuma capacidade adesiva podem sobreviver no
trato urinario causando bacteriuria assintomatica, especialmente se ha algum fator que
predispde a permanéncia de urina residual na bexiga como, por exemplo, refluxo
vesicureteral. Porém, conforme EDEN (1976) essas cepas ndo podem desencadear
uma infec¢do sintomatica a menos que haja um contato estreito entre elas e a célula do
hospedeiro. A cepa 18, relacionada a pielonefrite, apresentou-se in vitro
aparentemente avirulenta. Para explicar o potencial patog€nico dessa cepa e das
demais ndo aderentes e ndo hemoliticas seria necessario investigar outros fatores de

viruléncia, outras moléculas adesivas e também as condi¢des clinicas do paciente.

Devido a reduzida capacidade adesiva das cepas MSHA, ndo foi possivel
avaliar o bloqueio do processo quando o ensaio de aderéncia foi feito na presenga de
D-manose a 1%. Entretanto, constatou-se incremento nos niveis de adesio celular nas
cepas MRMS e MRHA, na presen¢a de D-manose a 1% (figura 14, p.78, e figura 15,
p.79). PRADO et al. (1997) demonstraram relagio direta entre a densidade de residuos
de manose ligados covalentemente a albumina e as taxas de endocitose da albumina
em células hepaticas. Segundo SUGARMAN, EPPS e STENBACK (1982), que
relataram aumento na capacidade adesiva bacteriana na presenga de zinco, a superficie
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