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RESUMO

Escherichia coli uropatogénica (UPEC) € o principal patdgeno associado a
infeccbes do trato urinario (ITU). Cepas de UPEC podem promover infeccdes
urinarias recorrentes, pielonefrites e até mesmo quadros infecciosos mais graves
como a meningite neonatal e a sepse de origem urinaria. A patogénese da ITU, e de
quadros correlatos, pode ser explicada por meio da genotipagem de fatores de
viruléncia associados a UPEC. O objetivo desse trabalho foi caracterizar cepas de E.
coli isoladas de casos de ITU atendidos no pronto-socorro e na internacdo do
Hospital Regional de Ceilandia (HRC). Foram testados 16 genes preditores de 4
patotipos de E. coli (UPEC, EAEC, MNEC e EHEC) por meio da reagdo em cadeia
da polimerase (PCR). Também foram realizados ensaios para avaliar a formacédo de
biofime em amostras de urina com diferentes gendétipos identificados. Os genes
mais frequentemente detectados foram chuA (78%), csgA (76%) e fyuA (69%). O
gene pap (fimbria associada a pielonefrite) foi estatisticamente associado aos casos
de ITU atendidos no pronto-socorro. Genes de EAEC foram detectados em 4 (5%)
das cepas de UPEC. Cepas de UPEC isoladas de criangas mostraram-se mais
virulentas (6 genes em média/cepa) do que cepas recuperadas de adultos (3
genes/cepa) (p < 0,01). Gendtipos hibridos (EAEC/UPEC) foram detectados em 3
cepas. Dentre os genotipos testados, a combinacdo de fyuA, chuA e csgA foi
frequentemente detectada nas cepas que apresentaram melhor capacidade de
formar biofilmes. Cepas de E. coli associadas a infec¢do urinaria sdo marcadas pela

heterogeneidade genética.

Palavras-chave: cepas heteropatogénicas, biofilme, genotipagem, fatores de

viruléncia.
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ABSTRACT

Uropathogenic Escherichia coli (UPEC) is the main pathogen associated with
urinary tract infection (UTI). E. coli strains can cause recurring urinary infection
episodes, pyelonephritis and even more severe infectious diseases, such as
neonatal meningitis and urinary sepsis. UTI pathogenesis and the correlated clinical
settings can be explained through the genotyping of UPEC virulence factors. The aim
of this study was to characterize E. coli strains isolated from UTI patients who were
admitted to the emergency or were hospitalized at Hospital Regional de Ceilandia
(HRC). Sixteen predictor genes of 3 E. coli pathotypes (UPEC, EAEC and MNEC)
were tested by using polymerase chain reaction (PCR). Experiments were also
performed to analyze biofilm formation in urine samples with different identified
genotypes. The most frequently identified genes were chuA (78%), csgA (76%) e
fyuA (69%). pap gene (fimbria associated with pyelonephritis) was statistically
associated with cases of UTI admitted to the emergency room. EAEC genes were
detected in 4 UPEC strains (5%). UPEC strains isolated from children were found to
be more virulent (6 genes in average/strain) than the strains isolated from adults (3
genes/strain) (p < 0,01). Hybrid genotypes (EAEC/UPEC) were identified in 3 strains.
Among the tested genotypes, the combination fyuA chuA and csgA was most
frequently found in strains which displayed a higher ability to form biofilm. E. coli

strains associated with urinary infection are characterized by genetic heterogeneity.

Keywords: heteropathogenic strains, biofilm, genotyping, virulence factors.
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1. INTRODUCAO

A infeccdo do trato urinério (ITU) trata-se da segunda mais frequente infeccao
em seres humanos (STAPLETON, 2014). A maioria das infec¢des urinarias é
causada por enterobactérias, bacilos Gram negativos provenientes da microbiota
intestinal, que transitam constantemente para o trato genito-urinario, ascendo para
uretra e bexiga. As ITU possuem maior incidéncia no sexo feminino em virtude da
anatomia feminina, que apresenta uretra mais curta e maior proximidade do anus
com o vestibulo vaginal (VALIQUETTE, 2001). Em crian¢as, especialmente nos
primeiros anos de vida, a ITU também €& muito comum, o que pode estar associado a
facilidade de contaminacdo das vias urinarias por agentes da microbiota intestinal
durante a higienizacdo e a malformagdes congénitas (BHAT; KATY; PLACE, 2011).
Além disso, os idosos também representam um grupo etario com alta prevaléncia de
ITU, devido a queda da imunidade, doencas crbnicas e também hospitalizacdes
(STAPLETON, 2014).

A ITU é habitualmente classificada como complicada e ndo complicada, de
acordo com sua gravidade (HOOTON & STAMM, 1997). Do ponto de vista
anatdmico, as ndo complicadas comprometem estruturas da via urinaria inferior, ou
seja, uretra e bexiga, e sdo chamadas de cistites; enquanto as complicadas afetam
também as vias urinarias superiores, ureteres e rins, e sdo chamadas de
pielonefrites, como demonstra a figura 1 (RONALD & HARDING, 1997,
VALIQUETTE, 2001). Clinicamente, a ITU também € considerada complicada
guando ocorrem alteracdes estruturais ou funcionais do aparelho urinario (HOOTON
& STAMM, 1997).

Cistite Pielonefrite

Figura 1 - Classificagdo das infecgbes do trato urinario em virtude dos sitios
anatdbmicos afetados. Fonte: Adaptado de RUSHTON et al., 1992
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A cistite € o tipo de ITU mais comum na fase adulta; enquanto que nas
criangas, a pielonefrite € predominante devido a presenca do refluxo vésico-ureteral,
por imaturidade do mecanismo antirrefluxo vesical ou ureteral; ou ainda devido a
dissinergia da musculatura vesical e esfincteriana (TULLUS, 2014).

A ITU é caracterizada na colonizacdo microbiana da urina que pode estar
associada a invasdao tecidual de qualquer estrutura do aparelho urinério, tendo como
principais sintomas a disuria, polaciuria, urgéncia miccional, dor abdominal e/ou
lombar (STAPLETON, 2014). As infeccbes geralmente sdo marcadas pela
bacteridria e pidaria. A bacteridria € definida como a presenca de bactérias em
quantidade maior ou igual a 10° unidades formadoras de col6nias por mL de urina
(UFC/mL) colhida em jato médio e de maneira asséptica, detectada por meio da
urocultura. Segundo Kass, a pidria pode ser entendida como a contagem maior que
5 leucécitos por campo em um aumento de 40 vezes, através do exame de
Elementos Anormais do Sedimento urinario (EAS) (KASS, 1960; KASS, 1962).
Outras alteracdes no EAS como a presenca de nitrito podem caracterizar um quadro
de infeccdo urinaria, indicando a acdo de bactérias redutoras de nitrato, geralmente
enterobactérias. A presenca de hemacias também pode estar relacionada a irritacao
ou lesdo de estruturas da via urinaria em virtude de quadros infecciosos.

Os agentes etiolégicos mais frequentemente envolvidos com ITU sé&o
Escherichia coli, Staphylococcus saprophyticus, espécies de Proteus e de Klebsiella
e Enterococcus faecalis, sendo que a espécie E. coli responde por 70 a 85% das
infeccdes do trato urinario adquiridas na comunidade (BISHARA et al., 1997).

E. coli € uma das espécies bacterianas mais versateis conhecidas e também
uma das mais bem estudadas. Embora tenha como habitat priméario o intestino de
animais vertebrados, onde usualmente atua como organismo comensal, esta
espécie é amplamente distribuida na natureza tendo como habitat secundario a
agua e diversos sedimentos (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Cepas comensais
de E. coli colonizam o trato gastrointestinal dos humanos poucas horas apos o
nascimento permanecendo restritas ao ileo distal e ao colo (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004). Enquanto as cepas de E. coli permanecem restritas ao liumen
intestinal e a camada externa do muco intestinal, a maior parte do tempo elas
participam de uma relacdo de simbiose com seu hospedeiro (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004; NATARO; KAPER, 1998). As cepas comensais de E. coli raramente
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causam doenca exceto quando a barreira gastrointestinal € violada. Contudo,
existem clones de E. coli que evoluiram com a aquisicdo de inimeros fatores de
viruléncia que contribuem para a adaptacdo de linhagens patogénicas a diferentes
sitios de colonizacdo em humanos, permitindo que E. coli produza um amplo
espectro de infeccdes (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; NATARO & KAPER,
1998; PEREIRA et al., 2007).

Essa diversidade de comportamentos encontrada nessa espécie € sustentada
pela sua alta plasticidade genética que permite a aquisicdo e a perda de atributos
genéticos por meio de eventos de transferéncia horizontal de genes, dentre eles a
conjugacao (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Cepas de E. coli apresentam um
genoma formado por quase 2.000 genes, no entanto, sdo conhecidos pelo menos
10.000 genes em E. coli (CLERMONT et al., 2011). Fatores de viruléncia podem ser
transferidos para linhagens especificas de E. coli, originando clones altamente
adaptados capazes de causar doencas em individuos saudaveis. Apenas as
combinac¢des genéticas de melhor sucesso adaptativo persistem e passam a compor
as chamadas categorias patogénicas de E. coli, ou patotipos de E. coli (KAPER,;
NATARO; MOBLEY, 2004). Infec¢cdes por patotipos de E. coli ndo se limitam a
mucosa intestinal, seu habitat primario, e podem atingir sitios extra-intestinais. Em
humanos trés sindromes clinicas estdo frequentemente associadas a patotipos de E.
coli: doencas entéricas/diarreicas; infeccdes do trato urinario e sepse/meningite.
Dentre os patdégenos intestinais, atualmente sdo reconhecidos pelo menos seis
patotipos: E. coli enterohemorragica (EHEC), enteropatogénica (EPEC),
enterotoxigénica (ETEC), enteroagregativa (EAEC), enteroinvasiva (EIEC) e E. coli
de adesao difusa (DAEC) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; NATARO & KAPER,
1998). Dentre os patotipos extra-intestinais, sdo, claramente, reconhecidos E. coli
uropatogénica (UPEC) e E. coli associada a meningite/sepse (MNEC) (KAPER,;
NATARO; MOBLEY, 2004). A classificacdo dos patotipos de E. coli esta baseada na
deteccdo molecular de arranjos especificos de genes de viruléncia associados a
adesdo bacteriana (fimbrias e adesinas patotipo-especificas); a toxinas e
hemolisinas; a sistemas de secrecdo, e a sistemas de aquisicdo de ferro
(sideroforos) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; NATARO & KAPER, 1998).

Esses fatores de viruléncia podem ser codificados por genes cromossomais

gue sao, muitas vezes, parte de regibes cromossdmicas grandes e instaveis
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conhecidas como ilhas de patogenicidade (BLUM-OEHLER et al., 2000; HACKER et
al., 1997). Alguns genes de viruléncia estdo também localizados em elementos
moveis como plasmideos e transposons (BEKAL et al., 2003). Esses genes
possuem um papel fundamental na colonizacdo e invasdo de tecidos humanos,
como demonstra a tabela 1 que expde fatores de viruléncia associados a categorias
patogénicas de E. coli relacionando-os a evidéncias experimentais. Em relacdo aos
patotipos extra-intestinais de E. coli, os genes (fyuA, yfcV e chuA) sdo descritos
como preditores do potencial uropatogénico em cepas de E. coli, ao passo que 0s
genes sfa e cnf sdo marcadores de viruléncia associados a infeccdo do sistema
nervoso central. Marcadores associados a categorias diarreiogénicas de E. coli
também sdo conhecidos (Tabela 1) (SPURBECK et al., 2012).
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Tabela 1 - Descricdo e evidéncias experimentais de genes de viruléncia

selecionados em E. coli

Categoria Patogénica

Gene de viruléncia | Descricdo

CsgA | Fimbrias finas agregativas (curli)

E. coli (Varios patotipos)

Evidéncias experimentais: 1- envolvidas com adesdo a células da mucosa e formagéo de
biofilmes. 2- papel importante adesédo de matriz extracelular e colonizagéo da regido perianal
(EMODY; KERENYI; NAGY, 2003; WESTERLUND;KORHONEN, 1993).

ag43 [ ] Adesina para auto-agregacaobacteriana

Evidéncia experimental: 1- em modelo de infec¢do animal (rato) revelou papel em persisténcia
de longo prazo no trato urinario (LUTHJE;BRAUNER, 2010).

pCVD Sonda para plasmidio de viruléncia pAA
aggR Ativador de viruléncia
pilS Pilina

E. coli diarreiogénica (EAEC)

Evidéncias experimentais: 1 - envolvidas no processo de adesao agregativa (DUDLEY et al.,
2006).

pic [ ] Proteina envolvida na colonizagdo (mucinase)

Evidéncias experimentais: 1- atividade mucolitica através da serina protease. 2- estimula a
hipersecre¢do de muco (NAVARRO-GARCIA et al., 2010).

pet [ ] Citotoxina

Evidéncias experimentais: 1 — exerce atividade citotéxica, podendo levar a alteracdes do
citoesqueleto de células epiteliais (NAVARRO-GARCIA et al., 1999).

sfa | ] Fimbria S

E. coli associada a menigite

Evidéncia experimental: em modelo animal (rato) promove a ades@o ao endotélio vascular,
células epiteliais do plexo coréide e ventriculos cerebrais (PARKKINEN et al., 1988)

neonatal (MNEC)

cnf [ ] Fator necrosante citotoxico

Evidéncia experimental: cepas mutantes demonstraram a participagdo de CNF na invaséo da
barreira hemato-encefélica de ratos (BADGER et al., 2000)

fyuA [ ] Receptor de sider6foro (yersiniabactina)

Preditor estatistico de UPEC. Evidéncia experimental: facilita a colonizagdo da bexiga em
modelo animal e é expresso durante o crescimento em urina humana (SPURBECK et al.,
2012)

yfcV [ ] Gene do operon codificador da fimbria YFC

Preditor estatistico de UPEC. Evidéncias experimentais: 1-facilita a colonizacdo da bexiga em
modelo animal e é expresso durante o crescimento em urina humana. 2- aumenta a adesdo
bacteriana a células de bexiga humana (T24) (KOREA et al., 2010; SPURBECK et al., 2012)

chuA [ ] Proteina ligadora de grupo heme

E. coli uropatogénica (UPEC)

Preditor estatistico de UPEC. Evidéncia experimental: facilita a colonizacdo da bexiga em
modelo animal e é expresso durante o crescimento em urina humana (SPURBECK et al.,
2012)

vat [ ] Toxina vacuolizante

Evidéncia experimental: facilita a colonizagdo da bexiga em modelo animal e é expresso
durante o crescimento em urina humana (SPURBECK et al., 2012)

focA [ ] Fimbria F1C

Evidéncias experimentais: 1- exerce importante papel na formagdo de biofiime em cepas
comensais. 2- aumenta a adesao bacteriana a células da bexiga e células tubulares renais
(LASARO et al., 2009; MARRE; KREFT; HACKER, 1990; OTT et al., 1988).

pap [ ] Fimbria P

Evidéncias experimentais: 1- em modelo de infeccdo animal (rato) esta associado a alta pidria
e é o principal determinante de colonizagdo e invasao da bexiga e do trato urinario superior. 2-
epidemiologicamente associado a pielonefrite (JOHNSON, 1991).

hlyA Hemolisina

E. coli enterohemorragica
(EHEC)

Evidéncias experimentais: 1- exfoliagdo das células da bexiga através da protedlise de fatores
de adeséo celular. 2- em modelo de infec¢do animal (rato) foi observada agéo supressora das
respostas inflamatérias e desativagdo de macréfagos (DHAKAL; MULVEY, 2012; JERMY,
2012).

16




Enguanto algumas linhagens genéticas de E. coli tendem a manter um arranjo
genético constante ao longo da evolucao (ex.: EHEC O157, EPEC 0111), outras séo
marcadas pela heterogeneidade genética, principalmente associada aos genes de
viruléncia (BIELASZEWSKA et al, 2014; MANSAN-ALMEIDA; PEREIRA;
GIUGLIANO, 2013; PEREIRA et al., 2007). Esta versatilidade genética apresentada
por alguns clones de E. coli tem proporcionado a emergéncia de novas categorias
patogénicas de E. coli, geralmente marcadas pela combinagdo de fatores de
viruléncia de patotipos diferentes, fato que passou a ser chamado de
heteropatogenicidade (BIELASZEWSKA et al., 2014; TOVAL et al., 2014). Em 2011,
a Europa registrou um grande surto envolvendo casos de diarreia associados a
sindrome urémica hemolitica (SUH) que foi provocado pela emergéncia de um
patotipo incomum de E. coli. Esta cepa foi caracterizada como um hibrido de duas
categorias de E. coli (EAEC e EHEC) e foi denominada de E. coli enteroagregativa-
hemorragica (EAHEC) (BRZUSZKIEWICZ et al., 2011).

No tocante a patogénese e tendo como foco as cepas de E. coli
uropatogénicas (UPEC), € possivel dizer que, ao alcancarem o trato urinario as
cepas de UPEC enfrentam diversos mecanismos de defesa que incluem o fluxo da
urina, numerosas moléculas anti-bacterianas e o influxo de células imunes. Para
superar ou evitar essas defesas e persistir na coloniza¢do das vias urinarias, cepas
de UPEC desenvolveram uma série de mecanismos para aderir e invadir as
mucosas do trato urinario estimulando resposta inflamatéria deletéria ao hospedeiro
(GUAY, 2008; ZHAO et al., 2009). A bem-sucedida utilizacdo destes mecanismos de
viruléncia por cepas de UPEC é refletida, em parte, pela prevaléncia e recorréncia
de infec¢Bes do trato urinario (ITU), o que posiciona este agente etiolégico como a
principal causa de ITU. A figura 2 demonstra a atuacdo de varios fatores de
viruléncia em diferentes estagios da infeccdo urinaria. Na figura, é possivel observar
a relacdo direta entre a presenca desses fatores e a gravidade do quadro infeccioso
ao ilustrar a ascensdo da E. coli pelas vias urinarias por meio da expressao
coordenada de diferentes fatores de viruléncia, o que possibilita o alcance da

corrente sanguinea e a possibilidade de levar a quadros de sepse urinaria.
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Figura 2 — Patogénese da infeccao do trato urinario por E. coli uropatogénica.
Legendas: PMNs — Polimorfonucleares. Fonte: Adaptado de KAPER et al., 2004

Entre os fatores de viruléncia associados a UPEC, a expressao de fatores de
adesdo, mesmo em meio a expressado de toxinas ou quaisquer outros fatores de
viruléncia, € o mais importante determinante da patogenicidade, visto que a adeséo
de UPEC a células do trato urinario evita a depuragéo provocada pelo fluxo de urina.
Fatores de adesdo podem também contribuir para a viruléncia de varias outras
formas, por exemplo, ao desencadear ativacdo de vias de sinalizagdo das células do
hospedeiro, podendo proporcionar o0 aumento da adeséo bacteriana e a invasao das
células hospedeiras (GUAY, 2008). Estudos tém demonstrado que E. coli é capaz de
invadir e replicar dentro da mucosa da bexiga formando comunidades bacterianas
intracelulares, o que pode estabelecer reservatérios intracelulares quiescentes para
infeccbes recorrentes (ANDERSON et al, 2004; MULVEY; SCHILLING;
HULTGREN, 2001).

Além disso, fatores de adesdo sdo os principais mediadores na formacao
inicial de biofilmes. Biofilmes sdo comunidades bacterianas, inseridas em uma matriz
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extracelular impermeével que fornece protecdo contra condi¢cdes deletérias, como a
acao de células imunes e uso de antibitticos. Diante destes fatos, é possivel dizer
que os biofiilmes geram grande impacto clinico e sado reconhecidos como
responsaveis por grande parte das infeccbes crénicas e de dificil tratamento
(BJARNSHOLT et al., 2013; BJARNSHOLT, 2013).

Nesse contexto, foi proposto um estudo de epidemiologia molecular focando
na Escherichia coli associada a infec¢cdo do trato urindrio no ambito do Hospital
Regional da Ceilandia (HRC), unidade de saude hospitalar integrante da Secretaria
de Saude do Distrito Federal. A caracterizacdo dos perfis genético e fenotipicos de
E. coli associada a ITU é importante para o entendimento da patogénese e para
manejo clinico dos quadros infecciosos. Ademais, o conhecimento dos perfis
genéticos (gendtipos) predominantes nas cepas de UPEC revela o potencial

patogénico dos isolados e o0s possiveis quadros clinicos associados.
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2. JUSTIFICATIVA

E. coli é a espécie bacteriana mais comumente isolada em laboratorios
clinicos e pode ser incriminada como agente infeccioso de praticamente todos os
tecidos e sistemas organicos dos seres humanos. Além de ser o agente etiolégico
principal das infeccbes comunitarias de trato urinario, € um dos agentes comumente
envolvidos na sepse por microrganismos Gram-negativos e no choque toxico
induzido por endotoxinas. Em meio a esta gama de infec¢gbes, participam linhagens
diferentes de E. coli, que exploram mecanismos de viruléncia diversos no intuito de

estabelecer a colonizacao de sitios especificos do corpo humano.

O trato urinario € um dos locais mais comuns de infeccdo bacteriana. Embora
muitos isolados de E. coli recuperadas de ITU parecam ser clonais, ndo h4 um
gendtipo unico responséavel por infecgbes do trato urinario. Desse modo, estudos de
epidemiologia molecular tém contribuido para o desenvolvimento de um modelo de
patogénese de UPEC. Além disso, a determinacdo de um perfil genético e de
viruléncia das cepas circulantes permite esclarecer quais 0s patotipos estédo
frequentemente associados a uma determinada condi¢do, o que pode facilitar o

entendimento e 0 manejo de quadros infecciosos.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizacao fenotipica e molecular de cepas patogénicas de E. coli isoladas de

infeccdo do trato urinario (ITU) no Hospital Regional de Ceilandia (HRC).
3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Definir os tipos patogénicos de E. coli associados a ITU;

- Caracterizar o perfil genético de cepas de E. coli que circulam no HRC;

- Avaliar a presenca de genoétipos potencialmente patogénicos associados a

septicemia ou meningite;
- Identificar cepas heteropatogénicas de E. coli;

- Avaliar a formacéo de biofilme por cepas de UPEC.
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4. METODOLOGIA
4.1. COMITE DE ETICA E FINANCIAMENTO

Este projeto de pesquisa foi avaliado e aprovado pelo comité de ética em
pesquisa FEPECS/SES-DF (nimero do parecer: 801.964) sob o titulo
“Caracterizagdo de cepas patogénicas de Escherichia coli isoladas no Hospital
Regional de Ceilandia” e numero de registro CAAE 34392214.0.0000.5553. O
trabalho contou com o apoio financeiro da Fundacdo de Apoio a Pesquisa do Distrito
Federal (FAP/DF) por meio a linha de fomento: 193.000.019/2012.

4.2. COLETA DAS AMOSTRAS E DADOS

A coleta das amostras foi realizada no Hospital Regional de Ceilandia (HRC)
no Distrito Federal, no periodo de fevereiro a julho de 2014. Foram colecionadas
para andlise 78 cepas de Escherichia coli isoladas de amostras de urina de
pacientes admitidos no pronto-socorro ou internados, de ambos 0s sexos, com
idades entre 0 a 91 anos. As culturas foram solicitadas e realizadas no Laborat6rio
de Microbiologia do HRC para fins de diagndstico por solicitagdo médica. Além
disso, foram coletados dados acerca dos casos, tais como presenca de elementos

anormais na amostra de urina (leucécitos, hemacias e muco).

A selecdo dos casos foi feita com base nos critérios para definicdo de
infeccdo do trato urinario (ITU) estabelecidos pela Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 2009): paciente com sinais ou sintomas e cultura de urina
positiva com contagem superior a 10° unidades formadoras de colénias por mL; ou
paciente com sinais ou sintomas e alteracdes tipicas de ITU no EAS ou diagnéstico

de ITU pelo médico ou uso de terapia apropriada para ITU instituida pelo médico.

Os isolados de Escherichia coli recuperados no HRC foram preservados em
meio de cultura (agar nutriente) e encaminhados aos laboratérios da Faculdade de
Ceilandia (FCE/UnB), onde foram realizados estudos de caracterizacdo molecular e
fenotipica.
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4.3. IDENTIFICACAO BACTERIANA

A identificacdo dos isolados de E. coli foi realizada no Hospital Regional de
Ceilancia (HRC) utilizando o sistema automatizado MicroScan WalkAway®, que
explora microplacas (painéis) de 96 pocos, impregnados com a série bioguimica
para identificacdo bacteriana. Para tanto, foi realizado o processo a ser descrito. Em
cada placa de urocultura foi selecionada uma coldnias de E. coli para a solubilizacao
em solucéo salina estéril 0,4% (p/v) com agente emulsificante, até alcancar turbidez
adequada. Dessa forma, a suspensdo de células em solugcéo salina foi diluida em
caldo de indculo especifico para o equipamento. O inoculo foi utilizado para
preencher os painéis de identificacdo. Estes foram incubados a 35° C, no maximo
por 15 horas antes da leitura final. O perfil de identificacdo foi interpretado pelo
software por meio da comparacdo a um banco de dados, que fornece o resultado e o

nivel de precisdo da identificacao.
4.4, CARACTERIZACAO MOLECULAR

As culturas mantidas em &gar nutriente foram recuperadas em caldo LB,
incubando-se a 37°C por 24 horas. Para extracdo do DNA, foi centrifugado (3.000
RCF/3 min) 1 mL de cultura bacteriana e o precipitado celular ressuspenso em 500
UL de agua deionizada. A suspenséo foi colocada em banho-maria a 100 °C por 15
minutos e centrifugada (9.000 rpm/3 min). O sobrenadante foi utilizado como fonte
de DNA total para as reacBes de amplificacdo. A solucdo de amplificacdo era
composta por agua deionizada, tampdo de PCR (100 mM Tris-HCI, pH 8,3 a 25 °
C; KCI 500 mM; 0,01% de gelatina), desoxinucleotideos trifosfatos 25 mM, pares de
primers de interesse (Tabela 2) e enzima Taq DNA polimerase 0,5 U, em um volume
final de 30uL. Os fragmentos amplificados foram separados por eletrofose em gel
de agorose (1% tampéo acetato pH 8,2) e visualizados por transiluminacao de luz

UV apés coloracdo com brometo de etidio.

Primers (descritos na tabela abaixo) foram usados para deteccéo de fatores
de viruléncia (toxinas e adesinas) albergados por diferentes patotipos de E. coli. As
cepas de E. coli destinadas como controles positivos das reacdes foram: 042 (aat,
aggR, agn43, csgA, pic e pet), FV34 ou FVL2 (papC, sfaD-E, focA, cnf, vat, fyuA,
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chuA e yfcV), EHEC 933 (hlyA) e 220-1 ou 220-4 (pilS). Para controle negativo, foi

utilizada a cepa E. coli HS.

Tabela 2 — Primers utilizados para deteccéo dos fatores de viruléncia.
Gene Descricao do Seqiiéncia dos primers (5-3’) Fragmento Temp. de
locus esperado anelamento
(pb) )
ag43 Antigeno 43 CGATCGATAAGCTAATAATAACC 552 55
(adesina) GAAGACCACCACTGGTGACA
CSgA curli ACTCGACTTGACTATTACC 200 50
AGATGCAGTCTGGTCAAC
Marcadores de E. coli enteroagregativa (EAEC)
pCVD Sonda pAA CTGGCGAAAGACTGTATCAT 630 55-60
CCATGTATAGAAATCCGCTGTT
aggR Ativador CTAATTGTACAATCGATGTA 324 50
transcricional CTGAAGTAATTCTTGAAT
pilS Pilus tipo IV ATGAGCGTCATAACCTGTTC 532 58
CTGTTGGTTTCCAGTTTGAT
pic Mucinase TTCAGCGGAAAGACGAA 500 55-60
TCTGCGCATTCATACCA
pet Toxina codificada CCGCAAATGGAGCTGCAAC 1.133 55-60
or plasmidio CGAGTTTTCCGCCGTTTTC
Marcadores de E. coli associada a menigite neonatal (MNEC)
cnf Fator necrosante GTGAAGCTCAACGAGACTAT 806 53
citotoxico TCAGTAGCTCCTCTCATCAA
sfa Fimbria S CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 407 60
CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA
Marcadores de E. coli uropatogénica (UPEC)
472 54
focA Fimbria F1C GAAAGTAGATGGAGCTAAAAGCAAT
CATGACATGCCAGTGGTTTC
papC Pilus P GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG 328 60
ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA
vat Toxina CAGAACATTTGCTCCCTTGT 978 53
vacuolizante ACACGTTCAGGATTCAGT
fyuA Receptor de TGAGTGGGAAATACACCACC 725 54
sidero6foro TTACCCGCATTGCTTGCTTAATGTC
chuA Proteina ligadora TAACTGTCATAGCGGGTTCC 439 55
de grupo heme AGTCTCTGAGCGGTTTAGTG
yfcv Gene do operon da ATCCGTGTTGGCTGGC 244 54
fimbria YFC GGTCATGGGCGCAGTT
Marcadores de E. coli enterohemorragica (EHEC)
hlyA Hemolisina GGTGCAGCAGAAAAAGTTGTAG 1.551 57

TCTCGCCTGATAGTGTTTGGTA
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4.5. ENSAIO DE FORMACAO DE BIOFILME
4.5.1 COLETA DE AMOSTRAS DE URINA

Para tanto, foram coletadas 15 amostras de urinas de jato médio em
recipientes estéreis (tubos cbnicos de 50 mL) por miccado espontanea de individuos
assintomaticos e sem regstro de uso de antibidticos nas duas semanas anteriores.
Os voluntéarios foram devidamente informados quanto ao objetivo da pesquisa e a
utilizacdo da amostra e atestaram consentimento por meio da assinatura do Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Eles formaram um grupo
heterogéneo de homens e mulheres (em uso ou ndo de anticoncepcional),
gestantes e criangas, selecionados intencionalmente, no intuito de demonstrar
diferentes comportamentos das cepas bacterianas em diferentes tipos de urina. As
urinas coletadas foram submetidas a esterilizacdo por filtracdo (0,22 pm) e

armazenadas a -20 °C até o momento do uso.
45.2. FORMAQAO DE BIOFILMES

Para os ensaios de formacao de biofilme, amostras de urina humana foram
utilizadas como meio para crescimento bacteriano, mimetizando condigdes reais de
colonizagcdo do trato urinario. Foram escolhidas 15 cepas de E. coli apresentando
genatipos frequentemente detectados. A formacao de biofilme foi avaliada com base
no método descrito por Wakimoto et al. (2004) empregando placas de poliestireno
contendo 96 pocos (WAKIMOTO et al., 2004). Concisamente, 200 pyL de urina por
poco foram inoculados com 5 pL de cultura bacteriana. As placas foram incubadas
por 18 h a 37 °C e os biofilmes formados foram corados com cristal violeta (CV) por
15 minutos e lavados com D-PBS (200 pL/poc¢o). Os biofilmes foram quantificados
utilizando a média do CV adsorvido (OD 630 nm) no fundo do po¢o somado ao CV
solubilizado por etanol (200 pL/poc¢o). O ensaio foi realizado em triplicata. Nele,
foram utilizados como controles as cepas 042 (diarreiogénica) e FVL2

(uropatogénica).
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4.6. ANALISE ESTATISTICA

Dados categoricos, como a frequéncia de genes de viruléncia, foram
analisados por meio do teste de Qui-quadrado ou teste exato de Fisher, observadas
as limitac6es dos testes em relacdo as amostras analisadas. Dados paramétricos
foram analisados utilizando o teste T de Student, ou o teste de Mann-Whitney, para
casos em que os dados ndo possuiam uma distribuicdo normal ou a analise de
variancia demonstrava heterocedasticidade entre as populacdes comparadas.
Resultados com valor de p menor ou igual a 0,05 foram considerados

estatisticamente significativos.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Setenta e oito cepas de E. coli foram isoladas de infec¢do urinaria (ITU) e
foram, portanto, consideradas cepas de E. coli uropatogénicas (UPEC). Dessas, 62
cepas foram isoladas de pacientes atendidos no pronto-socorro, sendo a maioria
deles (45/62 — 72,6%) do género feminino (Tabela 3). Dezesseis pacientes
internados, igualmente distribuidos em relacdo ao género, foram diagnosticados com
ITU. Apesar do exame de Elementos Anormais do Sedimento urinario (EAS) ser um
exame complementar ao diagnostico de ITU, nem todos os pacientes submetidos a
urocultura realizaram o EAS, conforme mostrado na Tabela 03. Todas as uroculturas
tiveram contagem maior que 10° UFC/mL, com excecdo de duas, nas quais a
contagem foi de 60.000 UFC/mL, ambas recuperadas de pacientes do pronto-
socorro. Apesar disso, essas pessoas apresentavam manifestacdes clinicas de ITU

e EAS com alteracfes importantes e, portanto, foram incluidas na anélise.

Tabela 03 — Caracteristicas associadas aos casos de ITU detectados no HRC.

N° Pronto-Socorro Internagao
(%) (%) (%)
n° de paciente 78 (100) 62 (100) 16 (100)
Género F 53(67,9) 45(72,6) 8 (50)
M 25 (32,1) 17 (27,4) 8 (50)
Idade média
(£SEM) 31,1+3,7 30,8+7,7
EAS realizado 39 (62,9) 5(31,3)

Elementos figurados
Leucécitos/campo

<3 2 -

4-10 5 1

11-40 6 -
Numerosos 26 4

O grafico 1 apresenta a distribuicdo etaria dos casos de ITU no HRC em
relacdo a area de atendimento, internacdo ou pronto-socorro. O gréafico 1 demonstra
gue a amostra encontra-se amplamente variada no que se refere a idade dos
pacientes. Observa-se um maior numero de pacientes nos grupos etarios
considerados de risco, criangas e idosos. As criangas (< 15 anos) encontram-se
inseridas em sua maior parte no atendimento de urgéncia -pronto-socorro- (26/31;
83,8%), bem como os pacientes com idade superior a 50 anos (16/26 — 61,5%). Dos
casos de ITU em internacdo (n = 16), a maioria acometeu pacientes com idade
superior a 50 anos (10/16; 62,5%). A vulnerabilidade desse grupo etario a ITU é

aumentada quando estdo internados, devido, principalmente, a baixa tolerancia aos
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procedimentos terapéuticos e ao elevado tempo de hospitalizagdo, o que acarreta no
uso prolongado de dispositivos invasivos (STAPLETON, 2014).

Fora do ambiente hospitalar, os casos de ITU sdo mais frequentes em
mulheres do que em homens (FOXMAN et al.,, 2002; STAPLETON, 2014). No
entanto, essa relacdo pode ser alterada em determinadas faixa etarias. O gréfico 1
também apresenta a distribuicdo de género em relacdo a idade dos pacientes
admitidos no pronto-socorro, considerados aqui como pacientes com ITU
comunitaria. O grafico demonstra um equilibrio entre pacientes masculinos e
femininos com idade menor do que 1 ano. Dados epidemiol6gicos mostram que,
frequentemente, os recém-nascidos masculinos sdo igualmente afetados por ITU
guando comparados aos do género feminino, principalmente até os 3 meses de vida
(KOCH & ZUCCOLOTTO, 2003). No entanto, essa situacao se inverte apos essa
faixa etaria, com predominio do género feminino e se mantém assim durante todo o
periodo da vida adulta jovem, no qual a mulher, além de mais susceptivel devido a
estrutura anatdémica do trato urinario, € exposta a fatores de risco, como o inicio da
vida sexual e a gravidez (JIDO, 2014). Nossos dados também corroboram estas
observacdes universais, visto que, ao estratificar a amostra na faixa etaria de 2 a 49
anos, aproximadamente 82% dos pacientes sao do género feminino (Grafico 1).
Com o avanco da idade, a incidéncia de ITU em relacdo ao género se equilibra
novamente, em virtude de afeccfes que afligem ambos os géneros, tais como:
bexiga neurogénica e “bexiga caida”, que aumentam o volume residual de urina, e
diminuicdo da resposta imune celular (KOCH & ZUCCOLOTTO, 2003; MALIK;
COHN; BALES, 2014; STAPLETON, 2014). Os resultados mostram que, ao
selecionar os pacientes acima de 50 anos, a proporcdo do género masculino (8/16 -
50%) e feminino (8/16 - 50%) esta em igualdade para os pacientes atendidos no

pronto-socorro (Gréfico 1).

Dados epidemiolégicos destacam que 35 a 45% de todas as infeccbes
hospitalares adquiridas sdo do trato urinario, e que 80% estédo associadas ao uso do
cateter vesical de demora (QUEIROS et al., 2011; STAMM, 1991). Tendo em vista
gue o uso desse dispositivo é feito igualmente em ambos os géneros, é possivel
prever que, em relacdo aos pacientes internados, ndo haveria uma predominancia

de um dos sexos nos casos de ITU nosocomiais, conforme mostrado na grafico 1.
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Estudos de epidemiologia molecular demonstram que cepas de UPEC
expressam variados fatores de viruléncia (JOHNSON & RUSSO, 2005; WILES;
KULESUS; MULVEY, 2008). Com relacdo ao potencial dessas cepas, a tabela 4
mostra a frequéncia dos fatores de viruléncia detectados em relacdo a area de
atendimento. Além dos genes de viruléncia caracteristicos de UPEC, foi detectado
também a presenca de genes associados a patotipos de E. coli, causadores de
meningites (MNEC) e diarréia (EAEC) nas cepas isoladas de ITU (Tabela 4).

Dos 16 genes viruléncia pesquisados, 14 foram encontrados nas cepas
analisadas apresentando frequéncias variadas. Dentre os fatores analisados, os
mais frequentes foram chuA (78,2%), csgA (76,9%) e fyuA (69,2%). Os genes de
viruléncia associados a cepas de MNEC cnf e sfa foram detectados em 23 e 12%
das cepas de UPEC analisadas, respectivamente, enquanto que fatores de
viruléncia de EAEC (pCVD e aggR) foram detectados em 5% das cepas. Os
marcadores hlyA (EHEC) e pet ndao foram detectados nas amostras analisadas
(Tabela 4).

A expressdo de sistemas de aquisicdo de ferro (sideroforos) como chuA
(proteina ligadora de grupo heme) e fyuA (receptor sideréforo) é essencial para a
colonizacdo e persisténcia de bactérias no trato urinario, visto que nele operam
processos que sequestram e limitam a disponibilidade de ferro e funcionam como
mecanismo de defesa do hospedeiro (NAGY et al.,, 2001). Nesse contexto, &
esperado uma alta prevaléncia desses genes nas cepas de UPEC analisadas
(Tabela 4). A aquisicdo de ferro tem um papel importante na sobrevivéncia
bacteriana e na patogenicidade e este fato pode ser demonstrado pela existéncia de
varios sistemas diferentes de aquisicdo de ferro que sédo expressos em cepas de
UPEC, como ireA, iroN, fyuA e chuA (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; SNYDER
et al.,, 2004). Além do mais, modelos de infeccdo in vivo tém mostrado que, na
auséncia destes sistemas, cepas de UPEC séo facilmente superadas por aguelas da
microbiota normal (TORRES et al., 2001).

Outro gene de viruléncia frequentemente detectado em nossa colecao foi
csgA (76,9%), que codifica a fimbria amiloide conhecida por curli. Fimbria curli € um
importante fator de viruléncia e esta envolvido na agregacdo bacteriana; na adesao

a uma série de proteinas do hospedeiro, incluindo proteinas de matriz extracelular;
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na formacao de biofilmes, e na ativacdo do sistema imune inato (KIKUCHI et al.,
2005; OLSEN; JONSSON; NORMARK, 1989; TUKEL et al., 2009). Dados da
literatura demonstram que curli € expresso por cerca de 50% dos isolados de E. coli
de infeccdo urinaria (EMODY; KERENYI; NAGY, 2003). Em parte das cepas, a
expressao de curli é 6tima a temperatura ambiente, o que permite a colonizacdo da
regido perianal, tendo em vista que a temperatura corporal periférica € geralmente,
inferior a 36° C (EMODY; KERENYI; NAGY, 2003). O padrao de microbiota da
regido perianal € considerado um fator que predispde infec¢cdes subsequentes, uma
vez que grande parte das ITU se da pela contaminagéo do trato urinério decorrente
da transferéncia de microrganismos da microbiota intestinal e perianal (KAPER,
NATARO; MOBLEY, 2004).

Estudos epidemioldgicos sobre viruléncia de UPEC mostram que a frequéncia
de pap (fimbria P) pode apresentar grandes variacdes com relatos de 0 a 54% para
a ocorréncia deste gene entre as cepas de UPEC (BLANCO et al.,, 1997,
TAKAHASHI et al., 2006). Neste estudo, pap foi detectado em 47% das cepas. Ha
uma correlacao entre a presenca de pap e a severidade dos casos de ITU. Este fato
€ endossado pelo aumento da prevaléncia de pap em isolados de infeccbes mais
graves. Estudos epidemiologicos mostram que a frequéncia de pap € de 10 a 20%
em cepas de E. coli recuperadas da microbiota fecal, de 50 a 60% em cepas
causadoras de cistite, e de 70 a 100% em cepas isoladas de casos de pielonefrite
(MORENO et al., 2008; SVENSON et al., 1983). A fimbria P é o fator de adesao
mais importante e mais estudado de UPEC, uma vez que permite a colonizacdo da
bexiga bem como das vias urinarias superiores. Em nosso estudo, pap foi detectado
com uma frequéncia maior nas cepas isoladas de casos de ITU atendidos no pronto-
socorro (53%) quando comparados aos casos em pacientes internados (25%) (p=
0,0053).

Pensa-se que casos de ITU comunitdria sdo causados por cepas que
possuem a capacidade de alcancar o trato genito-urinario e ascender ativamente
pelas vias urinarias explorando mecanismos de adesao, como a fimbria P. Ja as
infeccdes urinarias hospitalares, estédo geralmente associadas ao uso de dispositivos
invasivos, como os cateteres. Estes dispositivos funcionam como carreadores de
microrganismos facilitando a colonizagdo do trato urinario por cepas menos

especializadas no que tange a viruléncia (STAMM, 1991).
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Dentre as cepas de E. coli capazes de causar infec¢des extraintestinais estao
aguelas associadas a meningite infanti (MNEC). Cepas de MNEC sao
caracterizadas pela alta capacidade de dispersdo hematogénica e de transposicéo
da barreira hematoencefélica que estdo potencialmente associadas a presenca dos
genes cnf e sfa (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Os genes cnf e sfa sao,
portanto, considerados preditores para infeccdo de meninge e foram detectados,
respectivamente, em 23 e 12% das cepas de UPEC neste estudo.

Estudos epidemioldgicos sobre cepas de UPEC tém demonstrado que fatores
de viruléncia de categorias diarreiogénica de E. coli, sobretudo de EAEC, podem ser
detectados nessas cepas (ABE et al., 2008; CHATTAWAY et al.,, 2014). Em um
estudo sobre cepas de UPEC isoladas em um hospital de Sao Paulo, foi
demonstrado que 7% das cepas isoladas carregavam pelo menos algum gene de
viruléncia de EAEC, com 3% delas positivas para pCVD e aggR. Estudos
internacionais tém mostrado percentual semelhante de 3% para a ocorréncia de
aggR em cepas de UPEC. Nossos resultados revelam que 5% das cepas de UPEC
portam genes de viruléncia de EAEC, pCVD ou aggR (Tabela 4).

Tabela 4 — Frequéncia dos fatores de viruléncia em cepas de UPEC isoladas de
pacientes atendidos no pronto-socorro ou internados.

Fator de N° cepas Positividade Positividade (%) p* Patotipo
viruléncia testadas (%) INTER X PS associado
chuA 78 78,2 62,5 vs 82,3 0,101 UPEC
CsgA 78 76,9 62,5 vs 80,6 0,181 Varios
fyuA 78 69,2 50,0 vs 74,2 0,075 UPEC
pap 78 47,4 25,0 vs 53,2 0,053 UPEC
yfcV 78 39,7 31,3vs 41,9 0,570 UPEC
vat 78 32,1 18,8 vs 35,5 0,244 UPEC
cnf 78 23,1 24,2 vs 18,8 0,751 MNEC
focA 78 12,8 12,5vs 12,9 1,00 UPEC
sfa 78 12,8 18,8 vs 11,3 0,420 MNEC/UPEC
ag43 78 10,3 6,3 vs 11,3 1,00 Varios
pic 78 7,7 6,3vs 8,1 1,00 EAEC/UPEC
pCVD 78 51 6,3vs 4,8 1,00 EAEC
aggR 78 51 6,3vs 4,8 1,00 EAEC
pilS 78 51 6,3vs 4,8 1,00 Varios
pet 78 0 - - EAEC
hlyA 78 0 - - EHEC

* Teste Exato de Fisher para a comparacdo entre os dois grupos. Legendas: INTER -
Internacgéo; PS — Pronto-socorro.
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A tabela 5 mostra a distribuicdo dos genes de viruléncia em relacdo a faixa
etaria dos pacientes com ITU. Uma das cepas de UPEC ndao foi incluida na analise
em virtude da auséncia de informacao acerca da idade do paciente. Com relacéo
aos fatores de viruléncia, foi demonstrado que os genes chuA, csgA, fyuA, pap e sfa
sdo mais frequentes em cepas isoladas de pacientes menores de 15 anos,
apresentando associacdo estatisticamente significativa com esta faixa etaria (p <
0,05) (Tabela 5). O gene pilS também mostrou associacéo significativa, mas apenas
em relacdo as cepas isoladas de pacientes da faixa etaria de 3 a 15 anos (p =
0,039).

Em nosso estudo, dos 5 genes de viruléncia estatisticamente associados a
infeccbes em criancas, 3 sdo fatores de adeséo incluindo pap e sfa (fimbria P e S,
respectivamente). Fatores de adesdo expressos por cepas de UPEC ligam-se a
receptores especificos em células epiteliais, em geral, receptores que tém como
motivos dimeros de galactose como Gal-Gal (fimbria P) ou GalNAc-GalNAc (fimbria
F1C/fimbria S) (ENERBACK et al., 1987; PARKKINEN et al., 1986). As criancas
representam um grupo etario com maior risco associado a infeccdo do trato urinério,
especialmente infeccdes complicadas como pielonefrites (BHAT; KATY; PLACE,
2011), e alguns trabalhos tém demonstrado a associacdo de cepas altamente
virulentas com infeccBes neonatais (BINGEN et al., 1998). Uma possivel explicacédo
para estas associacdes pode estar relacionada a diferenca de expressdo de
receptores celulares em adultos e criancas. Este fato ja foi demonstrado para os
receptores DAF (CD55) que tem nivel de expresséao diferenciado em decorréncia da
idade e sdo reconhecidos por adesinas Afa/Dr expressas por E. coli de adesado
difusa (DAEC) (MANSAN-ALMEIDA; PEREIRA; GIUGLIANO, 2013; WAITUMBI et
al., 2004). Infelizmente, apesar de nossos esforgos, ndo foram encontrados estudos

gue permitissem comprovar associacdes semelhantes para as fimbrias P e S.
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Tabela 5 — Frequéncia dos fatores de viruléncia em cepas de UPEC isoladas de

diferentes faixas etarias.

POSITIVIDADE POR FAIXA ETARIA

Fatorde '\ Positividade  0a2 3a15 Gaky — COHECE S SR
virulencia , ©€P3s Geral (n=13) (n=19) (n=21) el ek [T Sines
testadas (n=24) (p)
chuA 77 79,2% 100% 94,7 61,9% 70,8% 0,008
CcsgA 77 79,2% 100% 100% 61,9% 66,7% 0,001
fyuA 77 71,4% 100% 84,2% 52,4% 62,5% 0,006
pap 77 49,4% 76,9% 78,9% 28,6% 29,2% < 0,001
yfcV 77 41,6% 69,2% 26,3% 42,9% 37,% 0,111
cnf 77 24,7% 38,5% 26,3% 10,5% 36,8% 0,212
vat 77 33,8% 46,2% 36,8% 23,8% 33,3% 0,580
focA 77 13,0% 15,4% 15,8% 9,5% 12,5% 0,936
pic 77 7,8% 23,1% 5,3% 4,8% 4,2% 0,242
sfa 77 14,3% 30,8% 21,1% 0% 12,5% 0,037
ag43 77 10,4% 7,7% 21,1% 4,8% 8,3% 0,435
pCVD 77 5,2% 7,7% 5,3% 0% 8,3% 0,637
aggR 77 5,2% 7,7% 5,3% 0% 8,3% 0,637
pilS 77 5,2% 7,7% 15,8% 0% 0% 0,039
pet 77 0% 0% 0% 0% 0% -
hlyA 77 0% 0% 0% 0% 0% -

Em relacdo aos fatores de viruléncia, alguns patotipos de E. coli séo
marcados pela heterogeneidade suportada por linhagens com alta plasticidade
genética. Neste cenario, a colecdo de fatores de viruléncia em cepas do mesmo
patotipo pode variar. O grafico 2 demonstra o numero de genes de viruléncia (carga
de viruléncia) das cepas isoladas por faixa etaria. Observa-se que as cepas isoladas
de pacientes mais jovens tendem a apresentar maior carga de viruléncia quando
comparadas as de adultos. Ressalta-se que as cepas mais virulentas, apresentando
9, 10 ou 11 fatores de viruléncia, foram isoladas exclusivamente de pacientes
menores de 15 anos. Em oposicao, cepas com 1, 2 ou negativas para os fatores de

viruléncia foram isoladas exclusivamente de pacientes adultos (Gréfico 2).
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Grafico 2 — Numero de genes de viruléncia em cepas de UPEC recuperadas de
diferentes faixas etéarias.

Para fins de andlise estatistica, optou-se pelo calculo da média de genes de
viruléncia por cepas de UPEC isoladas nas diferentes faixas etarias (Gréafico 2).
Dessa forma, observou-se que a média dos fatores de viruléncia nas cepas isoladas
de pacientes de 0 a 2 anos foi de 6,2 genes/cepa; para os de 3 a 15 anos, a média
foi de 5,3 genes/cepa, e para as cepas isoladas de pacientes de 16 a 50 foram
detectados 3 genes/cepa em média. Os dados demonstram uma diferenca
significativa (p < 0,01) na carga de viruléncia das cepas isoladas nos menores de 15
anos quando comparadas aquelas da faixa etaria de 16 a 50 anos (Grafico 3). O fato
de que cepas de patotipos de E. coli isoladas de criancas carregam uma carga de
viruléncia maior quando comparadas as de adultos tem sido reportado por outros
trabalhos. Em um estudo epidemioldgico recente, também conduzido em Brasilia, foi
mostrado que cepas de E. coli diarreiogénicas isoladas de criancas apresentavam
genes de viruléncia em frequéncia superior aquelas isoladas de adultos (MANSAN-
ALMEIDA; PEREIRA; GIUGLIANO, 2013).
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Gréafico 3 — Carga de viruléncia* em cepas de UPEC isoladas de pacientes em

diferentes faixas etarias. *Média de genes de viruléncia por cepa.

Para avaliar se alteracdes nos elementos figurados da urina associam-se a
presenca de genes de viruléncia detectados, a frequéncia dos genes foi analisada
em funcdo dos parametros demonstrados nos ensaios de EAS (Tabela 6). Assim, foi
possivel observar que os genes pap e focA estdo estatisticamente associados (p <
0,05) a presenca de muco na urina. Com relacéo a pap, 70,8% das cepas positivas
foram isoladas de amostras de urina apresentando muco (1+ ou 2+); enquanto que,
72,2% das cepas com resultados negativos para pap foram recuperadas de
amostras de urina sem a presenca de muco. Para focA, 80% das cepas positivas
foram isoladas de urina com presenca de muco (1+), ao passo que 51,4% das cepas
negativas foram isoladas de amostras de urina sem muco. Sobre a superficie das
mucosas, a camada de muco age primariamente como barreira de protecéo evitando
que microrganismos contatem intimamente a superficie celular impedindo, assim, a
interacdo dos fatores de adesao bacterianos com receptores nas ceélulas epiteliais
(CORNISH; VANDERWEE; MILLER, 1987). E resposta comum as mucosas, O
aumento na expressao de muco diante de processos de colonizagdo por
microrganismos patogénicos (CORNISH; VANDERWEE; MILLER, 1987).
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Nota-se também que todas as cepas positivas para pic foram isoladas de
amostras de urina sem a presenca de sangue. Em contrapartida, 73% das cepas
negativas para pic foram estatisticamente associadas a hemataria (p = 0,021).
Apesar do nosso empenho, ndo dispomos de explicacdes bioldgicas que endossem

tal fato.

Tabela 6 — Distribuicdo da frequéncia dos fatores viruléncia de UPEC em funcgéo das
alteracdes visualizadas no EAS

ELEMENTOS FIGURADOS EM URINA

Presenca de Muco Leucécitos por campo Hemaécias por campo

<3 4 a > 40 Aus. <3 4 a

CEEEs SeeeE G 2 i (Raros) 40 (Num.) 3 (Raros) Num. P
chuA 05 ee7 333 0 O3 G 27 778 O7% 45 oap e 05
CSOA g 714 285 0 92 % 25 714 O 500 o 400 0280
WUA oo 35T 1as en 0220 0 gL g0y 100 I 5o0 o5 0064
P Nea  72s  a7s o0 0008 gT Ue ggw 0088 oo ot 53y 0084
viev (0% ue1 aee sop MO0 37 155 sve 0576 200,55 are 0215
o Neg a1 4 206 YO 35 147 a4 0% S5 105 age OO
val (oo 36 aeo o14 0438 01 107 &1 058 300 a50  a0p 0268
SRRy ain odn mam ST on ap gg M0 S gnn  gan
pic Egz 471?1:(7) éi:g 22,7 0,801 5(,)3 igg ;i:g 0,586 216?,% 18,2 5:(3),8 0,021
S8 Ney  4a7  ane 23y 080L op 30 D 0886 o0 20 spp 0216
2943 oo era 270 216 9273 54 138 sr1 100 403 joq 4y 0264
PCVD (05 a7 308 208 0785 51 128 o1 047 320 ige  gas 100
20R (oo aa7 08 208 O 51 108 so1 9479 a0 195 aaa 100
pilS Egsc_; 23:2 28:8 23,5 1,00 5(,)0 1?,0 ég,% 1,00 3?,9 119?,% 43,3 0,167

A caracterizacéo

genética das 78 cepas revelou a presenca de 40 genotipos

diferentes. Onze das cepas (14,1%) nao tiveram gendtipo determinado. Os
gendtipos mais frequentemente detectados nas cepas de UPEC foram fyuA chuA
csgA (n = 7), fyuA chuA pap csgA (n = 4) e fyuA yfcV chuA pap csgA (n = 4) (Tabela
6). Um estudo sobre predicdo genética de cepas de UPEC realizado com 29 genes
demonstrou que a combinacdo fyuA, yfcV e chuA é a que possuia melhor valor
preditivo para identificacdo de cepas de UPEC (SPURBECK et al., 2012).

Alternativamente, os autores mostraram que a combinacdo fyuA com qualquer um
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dos outros dois genes (yfcV ou chuA) ja apresentaria boa eficacia para a predicao de
UPEC. Em nossa colecdo, a combinacdo dos genes fyuA, yfcV e chuA foi
encontrada em 31 cepas (39,7%) compondo 19 gendtipos diferentes (Tabela 7). Os
gendtipos contendo os genes fyuA e chuA, na auséncia de yfcV, foram detectados
em 23 cepas (29,4%), compondo 12 genotipos diferentes (Tabela 7). Gendtipos
contemplando a combinacédo fyuA e yfcV ndo foram detectados na nossa colecao.
Adotando as predicdes estabelecidas, 69,1% das cepas foram molecularmente

classificadas como potencialmente uropatogénicas.

Preditores genéticos de outras categorias patogénicas (MNEC e EAEC) foram
encontrados entre as cepas de nossa colecdo. Preditores genéticos de MNEC (sfa e
cnf) foram detectados em 8 cepas (10,2%) compondo 6 gendtipos diferentes. Estes
genotipos apresentavam também a combinacdo fyuA yfcV chuA e foram, por
consequéncia, descritos como cepas de UPEC com potencial de viruléncia para
causar meningites (UPEC/MNEC). Além disso, marcadores genéticos da categoria
diarreiogénica EAEC (pCVD e aggR) foram detectados em 4 cepas. Em 2 das cepas
positivas para pCVD e aggR, o gendtipo também apresentava combinacdes
preditoras de UPEC (fyuA yfcV chuA ou fyuA chuA) e foram, entdo, caracterizadas
como tendo um genétipo hibrido, UPEC/EAEC (Tabela 7). Por apresentar fyuA
associado aos genes pap (pilus associado a pielonefrite) e focA, uma das cepas
positivas para pCVD e aggR também foi considerada heteropatogénica
(UPEC/EAEC).

Cepas de EAEC isoladas de infeccéo urinaria tém sido reportadas por outros
estudos de epidemiologia molecular (ABE et al., 2008; CHATTAWAY et al., 2014).
Em um estudo realizado no Brasil, foi demonstrado que 3% das cepas isoladas de
ITU eram positivas para pCVD (nominado aatA) e aggR. Semelhante aos nossos
dados, os autores mostraram 0 mosaicismo genético ao revelar que alguns
gendtipos eram compostos por genes de EAEC e de UPEC (pap) (ABE et al., 2008).
Estes achados demonstram que linhagens fecais de EAEC podem apresentar
potencial uropatogénico. Ademais, os dados levantam a possibilidade de as
caracteristicas de EAEC poderem ser transferidas para e estavelmente mantidas por
cepas de UPEC, levando a emergéncia de categorias heteropatogénicas
(BIELASZEWSKA et al., 2014).
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Tabela 7 — Gendtipos detectados em cepas de UPEC isoladas no HRC

GENOTIPOS TOTAL PS INTER PATOTIPO

focA 1 0 1 -
chuA 3 2 1 -
chuA csgA pic 1 0 1 -
chuA pap csgA 3 3 0 -
csgA pCVD aggR 1 0 1 EAEC
fyuA chuA 2 2 0 UPEC
fyuA chuA csgA 7 5 2 UPEC
fyuA chuA focA pap csgA 1 1 0 UPEC
fyuA chuA pap csgA 4 4 0 UPEC
fyuA chuA pap csgA pilS 1 0 1 UPEC
fyuA chuA pap cnf csgA 2 2 0 UPEC
fyuA chuA pap csgA ag43 1 1 0 UPEC
fyuA chuA pap csgA ag43 pilS 1 1 0 UPEC
fyuA chuA pap csgA pCVD aggR 1 1 0 EAEC/UPEC
fyuA chuA vat csgA 1 1 0 UPEC
fyuA chuA vat pap csgA 1 1 0 UPEC
fyuA chuA vat pap csgA ag43 1 1 0 UPEC
fyuA yfcV chuA csgA 3 3 0 UPEC
fyuA yfcV chuA csgA pic 1 1 0 UPEC
fyuA yfcV chuA pap cnf csgA 2 2 0 UPEC
fyuA yfcV chuA pap csgA 4 2 2 UPEC
fyuA yfcV chuA pap csgA ag43 pilS 1 1 0 UPEC
fyuA yfcV chuA vat csgA 1 1 0 UPEC
fyuA yfcV chuA vat csgA pic 1 1 0 UPEC
fyuA yfcV chuA vat csgA pCVD aggR 1 1 0 EAEC/UPEC
fyuA yfcV chuA vat sfa cnf csgA 2 1 1 UPEC/MNEC
fyuA yfcV chuA vat sfa cnf csgA ag43 1 0 1 UPEC/MNEC
fyuA yfcV chuA vat sfa cnf csgA pic 1 1 0 UPEC/MNEC
fyuA yfcV chuA vat focA pap sfa cnf csgA 2 1 1 UPEC/MNEC
fyuA yfcV chuA vat focA pap sfa cnf csgA pic 1 1 0 UPEC/MNEC
fyuA yfcV chuA vat focA pap sfa cnf csgA ag43 pilS 1 1 0 UPEC/MNEC
fyuA yfcV chuA vat pap csgA 1 1 0 UPEC
fyuA yfcV chuA vat pap csgA pic 1 1 0 UPEC
fyuA yfcV chuA vat pap cnf csgA 3 3 0 UPEC
fyuA yfcV chuA vat pap sfa cnf csgA 3* 2 0 UPEC
fyuA yfcV chuA vat pap cnf csgA ag43 1 1 0 UPEC
fyuA vat focA pap csgA ag43 pCVD aggR 1 1 0 EAEC/UPEC
vat focA csgA 2 0 -
yfcV chuA pap csgA 1 0 -

Nao Determinado 11 7 4 -

Total 78* 61 16

* Para um dos pacientes ndo havia informacao sobre clinica

Legendas: PS — Pronto-socorro; INTER — Internagéo



A adesao bacteriana a superficies bidticas ou abidticas é passo indispensavel
para o processo de colonizacdo. A adesado bacteriana € considerada um processo
multifatorial no qual pode ocorrer a acédo simultanea ou sequencial de varios fatores
de adesédo. No intuito de avaliar a influéncia dos fatores de viruléncia na adeséo a
superficie abidtica, foram conduzidos ensaios de formacao de biofilme em amostras
de urina com cepas de gendtipos selecionados (Tabela 8). Dos 15 gendtipos
testados, 6 (40%) formaram biofilme em pelo menos metade das amostras de urina
testadas. Dentre esses, um gendtipo apresentava uma combinacdo de genes de
EAEC (pCVD'aggR") e UPEC. Os outros 5 gendtipos formadores de biofilme
apresentavam combinacfes genéticas tipicas de cepas de UPEC. Dentre o0s
gendtipos de UPEC, o arranjo fyuA chuA pap cnf csgA foi caracterizado como a
combinacgcdo mais eficiente na formacéo de biofilme, visto que apresentou formacéo
de biofilme superior a média em 13 das 14 amostras de urina testadas (Tabela 8).
Na sequéncia, os trés gendtipos que apresentaram melhor capacidade na formacéo
de biolfime foram fyuA chuA csgA (formando biofiime em 12 das 14 amostras de
urina testadas); fyuA yFcV chuA vat focA pap sfa cnf csgA ag43 pilS (com biofilme
em 10 das 14 amostras testadas), e fyuA yfcV chuA vat csgA pCVD aggR (com
biofilme em 9 das 14 amostras testadas). A combinagdo genética minima e comum a
estes gendtipos foi fyuA chuA csgA detectada inclusive na cepa com genoétipo
EAEC/UPEC.

Os genes fyuA e chuA codificam receptores de superficie que interagem com
sideroforos e, assim, compdem sistemas de aquisi¢cao de ferro. As concentracfes de
formas livres e sollveis de ferro na urina sdo extremamente baixas e sdo limitadoras
da atividade bacteriana. Estudos sobre fyuA em cepas de UPEC tém demonstrado
que a expressdo deste gene é aumentada durante a formacdo de biofilme em
ambientes privados do micronutriente ferro, como amostras de urina. Embora néo
apresente qualquer atividade adesiva, a expressao de fyuA tem sido demonstrada
essencial para a formacdo de biofilme por cepas de UPEC e tem sido apontado
como um fator de viruléncia devotado a formacdo de biofime (HANCOCK;
FERRIERES; KLEMM, 2008).

A expressdo da fimbria curli (CsgA) revelou ser importante na formagéo de

biofilmes sob diversas condicbes. A expressao diferencial de csgA por volta dos
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30°C tem mostrado facilitar a colonizacao da regido perianal aumentando 0s riscos
de ITU em virtude da transposicdo das bactérias para sitios da regido genito-
urindria, como a uretra. Além disso, a expressdo de csgA a 37°C tem sido
relacionada a progressao por vias urinarias e a dispersdao hematogénica por cepas
de UPEC (HUNG et al., 2014).
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Tabela 8 — Formacao de biofilme* por genotipos selecionados de cepas de UPEC em diferentes amostras de urina.

AMOSTRAS DE URINA TESTADAS PARA A FORMACAO DE BIOFILME (OD+DP)

1 2 3 7 9 10 12 16 17 20 22 23 24 25

Cepas Testadas - Genotipos (biofilme acima da média)
o G gmE o o o W e ol
chua e R Sooe o 5025 G0 Gow G017 60w
fyuA chua @ Gor oo XS 00127 6006 G007 Go0r 0005 0004 Govo G015
cono el A s 0
fyuA chuA pap csgA @19 Tow  Gos oo K Sor Gooz _ Boor  Goiz_ oooe Gooe _oote.
oo R o Giser e gl ol
i G oo o el o o s S (e o oL
@i GhE o oue ol S i Pl
oo G ol g TolsTows ol o e oL
sro O om ome ol obn o ol o i e oz
fyuA yFcV chuA vat focA pap sfa cnf csgA (4/14) %‘103225 %‘1031? %‘103205 %‘10114; %'1050571 06%127; %ifgﬁ %,10%0; %ylogoét %}0417;
fyuA yFcV chuA vat focA pap sfa cnf csgA ag43 pilS (10/14) %'1020%1 %i)%ii i %,1052% %%%761 06%%2; %’10727; %’2073? %%713;
ar e e o e oL s
¢SgA PCVD aggR O19  Goor  Gow oo 6o 000z 6024 0002 007 0ol G4 Go1s 6020  Gozs 6008
fyuA chuA pap csgA pCVD aggR CEONN Goos [ Gous G005 Gow o 0005 0002 Goor  Goos
fyuA yfeV chuA vat csgA pCVD aggR (9/14) 019 %,1061951 ) 0,018 %,2001% 001,108169i %,1020(25i %,106137i 0,011 %,10%1; %,105105
@

Biofilme Médio ~ :132¢  0165:011 0,139+ 0,135+ 0,167+ 0,161+ 0,145+ 0,176+ 0217+ 0,149+ 0,143+ 0,159+ 0,232+ 0,163t

0,023 1 0,033 0,042 0,031 0,025 0,047 0,076 0,065 0,032 0,029 0,032 0,091 0,082

* As células com preenchimento indicam cepas com formacao de biofilme em nivel superior a média geral da populacao testada por amostra
de urina.
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Nos ensaios de formagao de biofilme, ficou aparente que algumas amostras
de urina frequentemente promoviam formacédo de biofilme em niveis superiores
quando comparados aos dados de formagado de biofilme das cepas testadas nas

demais amostras de urina.

O grafico 4 mostra que a mesma colegao de cepas resultou na formagao de
biofiime em intensidades diferentes (mediana), dependo da amostra de urina
testada. Assim, nota-se que as amostras de urina 17 e 24 promoveram aumento
significativo na formacao de biofilme (p = 0,05) quando comparadas as demais € a
mediana geral. Por outro lado, foi notério que as amostras de urina 1, 2, 3 e 12
mostraram condigcbes menos favoraveis a formacgao de biofilme, produzindo valores

abaixo da mediana geral.

A urina humana é um fluido complexo formado durante o processo de
ultrafiltracdo glomerular. Assim, a composicdo da urina reflete as variacdes
sistémicas de cada individuo sejam de ordem metabdlica, hormonal ou de eletrdlitos.
E conhecido que a capacidade de adesdo bacteriana, bem como a expresséo de
viruléncia em geral, é sensivel a metabdlitos, horménios e eletrdlitos (HANCOCK;
FERRIERES; KLEMM, 2008; HANNAN; HOOTON; HULTGREN, 2013). O perfil da
composicao das amostras de urina esta sendo realizado para uma futura analise em
busca de possiveis associacbes que expliquem a capacidade diferenciada das

amostras de urina para a formacgao de biofilme por cepas de UPEC.
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Grafico 4 — Amostras diferentes de urina promovem a formagdo de biofiime em

intensidade variavel quando testadas com uma mesma colegao de cepas de UPEC
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6. CONCLUSAO

- Os genes de viruléncia mais frequentemente detectados nas cepas de UPEC foram
chuA (receptor de sideréforo), csgA (fimbria curli), fyuA (receptor de sideroforo) e

pap (fimbria associado a piolonefrite).

- Cepas isoladas de criangcas sdo potencialmente mais virulentas comparadas as

cepas que causam ITU em adultos.

- A frequéncia de chuA, csgA, fyuA e chuA foi significativamente superior em cepas

causando ITU em criancas.

- A carga de viruléncia (genes/cepa) em cepas isoladas de criancas foi

significativamente superior a das cepas de adultos.

- Foram definidos 4 patotipos genéticos de E. coli associados a ITU, UPEC,
UPEC/MNEC, UPEC/EAEC e EAEC. Além disso, 11 cepas apresentaram genotipo
indeterminado, indicando que outras categorias patogénicas podem estar

associadas.

- A caracterizacdo genética mostrou a presenca de 40 gendtipos diferentes, o que

demonstra a variabilidade dos genotipos capazes de causar ITU.

- Preditores genéticos de MNEC (sfa e cnf) foram detectados em 8 (10,2%) cepas
compondo 6 genotipos diferentes, maior parte destes estavam associados a ITU em

criangas.

- Mosaicismo genético de preditores de EAEC e UPEC foi detectado em 3 cepas
consideradas entédo heteropatogénicas.

- As andlises de formacado de biofilme mostraram 6 gendétipos com capacidade de

formar biofilme superior a média da populacéo.

- A combinagdo genética minima e comum aos genotipos que melhor formaram
biofilme foi fyuA chuA csgA.

- Para uma mesma colecdo de cepas testadas, diferentes amostras de urina
promovem formacdo de biofilme em intensidades diferentes, o que indica que a

composicao da urina pode interferir na capacidade de adesao das cepas de UPEC.
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7. PERSPECTIVAS

- Ampliar a colegdo de cepas de E. coli isoladas de infecgcbes extra-intestinais

atendidas no Hospital Regional de Ceilandia.

- Ampliar a caracterizagao genéticas das cepas contemplando marcadores genéticos

de outros patotipos de E. coli.

- Avaliar a ocorréncia de cepas de E. coli heteropatogénicas isoladas de bacteremia

ou meningite.

- Realizar analise de clonalidade por meio de ensaio de Multilocus Sequence Typing
(MLST).

- Determinar parametros bioquimicos em amostras de urina humana que influenciem

a formacao de biofilme por cepas de UPEC.
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