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groupings in Escherichia coli strains isolated from patients with cystitis
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RESUMO

Amostras de Escherichia coli, isoladas de pacientes do sexo feminino com quadro clinico de cistite, foram caracterizadas quanto 2 presenca de fatores
de viruléncia associados 2 formagfo de biofilme e a0 agrupamento filogenético. Os resultados da reacdo em cadeia da polimerase demonstraram
que todas as amostras foram positivas para o gene fimH (fimbria do tipo1), 91 amostras foram positivas para o gene fliC (flagelina) 50 amostras
positivas para o gene papC (fimbria P), 44 amostras positivas para o gene &psMTII (cipsula) e 36 amostras positivas para o gene flu (antigeno
43). Os resultados dos ensaios de quantificacio da formacdo de biofilme demonstraram que 44 amostras formaram biofilme em microplacas de
poliestireno e 56 amostras apresentaram resultado ausente/fraco. Também confirmamos a incidéncia das amostras de Escherichia coli no grupo
filogenético B2 e D.

Palavras-chaves: Escherichia coli uropatogénica. Reagdo em cadeia da polimerase. Biofilme bacteriano.

ABSTRACT

Escherichia coli samples isolated from female patients with cystitis were characterized with regard to the presence of virulence factors associated
with biofilm formation and phylogenetic groupings. Polymerase chain reaction results demonstrated that all the samples were positive for the gene
JimH (type 1 fimbriae), 91 for fIiC (flagellins), 50 for papC (P fimbriae), 44 for kpsMTII (capsules) and 36 for flu (antigen 43). The results from
assays to quantify the biofilm formation demonstrated that 44 samples produced biofilm on polystyrene microplates and 56 samples produced weak

or no biofilm. We also confirmed that Escherichia coli samples were present in phylogenetic groups B2 and D.

Key- words: Uropathogenic Escherichia coli. Polymerase chain reaction. Bacterial biofilm.

Escherichia coli uropatogénica (UPEC) é o principal agente
que ocasiona infec¢des no trato urindrio (ITU), além de ser
uma das fontes mais comuns de bacteremia em individuos
hospitalizados'”. Este agente é responsivel por 80% das ITUs,
sendo que, 95% de todas estas infecgdes, desenvolvem-se em
uma rota ascendente'?,

Dentre os principais fatores de viruléncia, presentes no
estabelecimento da infeccio no trato urindrio, estdo as adesinas
(fimbria do tipo 1, fimbria P, fimbria S, adesinas Afa/Dr), que
promovem a colonizacio e formacio de biofilme®.
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Escherichia coli uropatogénica também tem sido encontrada
formando biofilme bacteriano, que confere importantes vantagens
20s microrganismos como resisténcia a desidratacio e oxidagio
e maior tolerAncia a detergentes e antibiéticos?®.

Diversas linhagens de Escherichia coli patogénica ou
comensais s3o capazes de colonizar superficies pela expressdo de
estruturas de adesio como flagelo, pili conjugativo, polissacarideos
extracelulares e curli, formando o biofilme bacteriano?.

Foi descrito o papel da adesina antigeno 43 (Ag43), atuando
na persisténcia da UPEC no trato urindrio®'. A expressao do Ag 43,
codificada pelo gene flu, resulta em auto-agregacdo das células,
promovendo a formagio de biofilme bacteriano e a sobrevivéncia
e persisténcia da bactéria durante uma infec¢ao prolongada’.

A expressdo da fimbria do tipo 1 tem sido reportada por
ser esta uma importante estrutura para formacio do biofilme,
devido sua adesdo celular inicial®®. Enquanto a adesdo mediada
pela fimbria do tipo 1 é importante durante os estdgios
iniciais de coloniza¢do, a motilidade e quimiotaxia do flagelo
bacteriano permitem que a UPEC se dissemine para novos sitios
do trato urindrio, tanto para obter nutrientes quando estes se
tornam limitados, quanto para escapar da resposta imune do
hospedeiro™. Como as infec¢des do trato urindrio ocorrem de
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maneira ascendente, tem-se sugerido que a motilidade mediada
pelo flagelo contribua para a viruléncia das bactérias, uma vez
que permite a dissemina¢do bacteriana no trato urindrio™.

Os polissacarideos capsulares sio produzidos por muitas
UPEC e estdo associados a protecdo contra a fagocitose, além de
contribuirem para a formagio de biofilme na bexiga'’. Porém,
estudos demonstram que a expressdo da cdpsula é reduzida
na formacdo do biofilme, por mascarar outras estruturas de
superficie'®. Estudos epidemiolégicos moleculares demonstraram
que amostras de Escherichia coli podem ser divididas em
quatro grupos filogenéticos designados A, B1, B2 e D*. Amostras
que causam infeccOes extra-intestinais, como ITU, meningite
e septicemia, tém sido classificadas no grupo B2, ou, menos
frequentemente, no grupo D*. Amostras dos grupos B2 e D sido
conhecidas por possuirem mais fatores de viruléncia do que as
amostras pertencentes a0s grupos A e B1',

0 objetivo deste trabalho foi caracterizar genotipicamente
100 amostras de Escherichia coli uropatogénicas, quanto a0s
fatores de viruléncia associados a formagio de biofilme, bem
como demonstrar em ensaios fenotipicos a formacao de biofilme
e motilidade. Além disso, foi realizado o estudo do agrupamento
filogenético das cepas de Escherichia coli uropatogénicas.

MATERIAL E METODOS

Amostras bacterianas. Foram utilizadas 100 amostras
de Escherichia coli, coletadas na década de 1990, e isoladas
de pacientes do sexo feminino, atendidas nos ambulatérios do
Hospital das Clinicas da Universidade de Campinas (UNICAMP),
Campinas, S0 Paulo, apresentando quadro clinico de cistite. Foram
excluidas as pacientes, que no momento da coleta, apresentassem
febre, e/ou mal estado geral que pudesse caracterizar suspeita
clinica de pielonefrite aguda ou qualquer quadro infeccioso.
Pacientes com anomalias do trato urindrio, ou qualquer doenga
de base também foram excluidos. O diagndstico de cistite foi
baseado pelos sintomas clinicos tipicos como ardor 2 micgdo,
polaquitiria, urgéncia urindria e/ou perda urindria de esforco e
urocultura com contagem de colonias superior a 10°UFC/ml, com
crescimento de um tinico tipo de microrganismo.

Estas amostras sdo pertencentes 2 Bacterioteca do Laboratério
de Antigenos Bacterianos II, Departamento de Microbiologia
e Imunologia, Instituto de Biologia, UNICAMP, Campinas,
Sio Paulo.

Obtencio de DNA para reaciio em cadeia da polimerase.
As amostras foram cultivadas em caldo de infusdo de cérebro e
coracdo (BHI) a 37°C por 24 horas. Apés este procedimento,
foram repicadas em dgar TSA (4gar tripticase de soja) a 37°C por
24h para obtencdo de crescimento confluente. Em seguida, um
raspado de cada uma das amostras foi ressuspendido em 100uL
de 4gua deionizada estéril. A suspensdo bacteriana obtida foi
fervida por 10 minutos e centrifugada a 10.000rpm por 2 minutos.
Os sobrenadantes assim obtidos foram utilizados para a reagio
em cadeia da polimerase (PCR).

Reacdo em cadeia da polimerase. A reacio em cadeia
da polimerase foi realizada utilizando-se iniciadores especificos
para os genes: papC (proteina de membrana externa da fimbria
P), fimH (adesina da fimbria do tipol), ApsMTII (cipsula),
flic (flagelo), flu (antigeno 43), chud, yja, tspE (grupos
filogenéticos). A seqiiéncia dos iniciadores, temperatura de
anelamento e peso molecular dos produtos estdo especificados
na Tabela 1.

Os produtos da PCR foram aplicados em gel de agarose
1,5%-2%, sendo identificados mediante incubagdo em solugio
de brometo de etidio e visualizados em transiluminador de luz UV.
Para registro, os géis foram fotografados no sistema ImageMaster
VDS (Amersham Pharmacia Biotech Inc. EUA).

Quantificacio da formacdo de biofilme. A formagio de
biofilme foi realizada através da utilizacio de microplacas de
poliestireno com 96 orificios de fundo chato (Costar®, 3596).
As amostras foram classificadas de acordo com a produgio de
biofilmes em quatro grupos: nio produtoras, fracas, moderadas
ou fortes.

Teste de motilidade. As cepas de Escherichia coli foram
semeadas em uma das extremidades de tubos U contendo meio
de cultura semi-sélido MIL (Himedia) e incubados por 24 horas
a37°C.

TABEIA 1

Iniciadores utilizados na reacio em cadeia de polimerase, tamanho molecular do produto amplificado, temperatura de anelamento e referéncia bibliogrifica.

Gene Seqiiéncia de oligonucleotidios (5" — 3") Produto amplificado (pb) TA(°C) Referéncia
papC 1:GAC GGC TGT ACT GCA GGG TGT GGC G2: ATA TCC TTT CTG CAG GGA TGC AAT A 328 03 4
SfimH 1: TGC AGA ACG GAT AAG CCG TGG2 GCA GTC ACC TGC CCT CCG GTA 508 03 7
kpsMTH 1: GCG CAT TTG CTG ATA CTG TTG2: CAT CAG ACG ATA AGC ATG AGC A 272 63 7
flic 1:ATG GCA CAA GTC ATT AAT ACC CAA C2:CTA ACC CTG CAG CAG AGA CA varidvel 60 5
Sflu 1: TCACGATAACAATGGCGGTA2: AGTCCCCACACGCATATCTC 670 60 3
chuA 1: GACGAACCAACGGTCAGGAT?2: TGCCGCCAGTACCAAAGACA 279 55 3
yja 1: TGAAGTGTCAGGAGACGCTG2: ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 211 55 3
tspE4.C2 1: GAGTAATGTCGGGGCATTCA2: CGCGCCAACAAAGTATTACG 152 55 3

TA: temperatura de anelamento em °C, papC: proteina de membrana externa da fimbria P, fimH: adesina fimbrial do tipol, kpsMTII: montagem do grupo II capsular-K e K5, fiC:
flagelina, flu: antigeno 43, chuA: transporte do grupo heme da hemoglobina, yjaA: funcio desconhecida e ZspE4.C2: fragmento andnimo de DNA.

G: guanina, A: adenina, C: citocina, T: timina.
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RESULTADOS

Um total de 100 amostras de Escherichia coli uropatogénicas
foram genotipicamente caracterizadas através do método da
PCR. Os resultados da PCR demonstraram que todas as amostras
(100%) foram positivas para o gene fimH, 91 (91%) amostras
foram positivas para o gene f%iC, 50 (50%) amostras positivas para
0 gene papC, 44 (44%) amostras positivas para o gene kpsMTIl
e 36 (36%) amostras positivas para o gene fhu.

Considerando que dentre as 100 amostras analisadas, 50%
também possuiam o gene para a fimbria P, as amostras foram
divididas em dois grupos para andlise dos resultados. No Grupol,
foram reunidas as amostras positivas para os genes papC e no
Grupo 2 as negativas para o mesmo gene papC. Os resultados
da PCR estdo presentes na Tabela 2.

0 gene flu foi encontrado em 27 amostras do grupo 1, e em
nove amostras do grupo 2 (Tabela 2). Ji no teste fenotipico,
29 amostras do grupo 1 formaram biofilme moderado ou forte
e no grupo 2 foram encontradas 15 amostras formando biofilme
moderado ou forte. O gene kpsMTII foi amplificado apenas no
grupo 1, sendo detectadas 44 amostras positivas (Tabela 2).

0 gene fliC foi amplificado em 46 amostras do grupo 1 e
em 45 amostras do grupo 2 (Tabela 2). Das 46 amostras fiC,
29 expressaram motilidade em meio de cultura semi-sélido. No

grupo 2, das 45 amostras positivas para o gene f%C, 42 amostras
expressaram motilidade (Tabelas 3 e 4).

Os resultados dos ensaios de quantificacio da formagio de
biofilme demonstraram que das 100 amostras de Escherichia
coli estudadas, 44 amostras formaram biofilme em microplacas
de poliestireno e 56 amostras apresentaram resultado ausente/
fraco.

Neste trabalho, o gene fiC foi detectado em 47 amostras que
formaram biofilme ausente/fraco, e em todas as amostras de
biofilme moderado (36 amostras) e forte (8 amostras). Porém,
amotilidade em meio semi-sélido foi observada em 37 amostras
que apresentaram biofilme ausente/fraco, em 26 amostras que
tinham biofilme moderado e em todas as oito amostras que
formaram biofilme forte.

Foi observado que das 56 amostras que apresentaram
resultado ausente/fraco, apenas oito amostras eram positivas para
o gene flu. Das 36 amostras de biofilme moderado, 20 amostras
tinham o gene /I e todas as oito amostras de biofilme forte eram
positivas para o gene .

0 estudo do agrupamento filogenético identificou que do
total de 100 amostras estudadas, 34 (34%) amostras foram
classificadas no grupo filogenético A, 4 (4%) amostras no grupo
B1, 48 (48%) amostras no grupo B2 e 14 (14%) amostras no
grupo D (Tabelas 3 e 4).

TABEILA 2
Distribuicdo dos fatores de viruléncia e do agrupamento filogenético de Escherichia coli isoladas de pacientes apresentando quadro clinico de cistite.
Grupo 1 Grupo 2
amostras papC positivas amostras papC negativas

FV flu  fimH  kps  fliC A Bl B2 D flu  fimH kps flic A Bl B2 D
Sflu 27 27 24 24 1 21 5 9 50 - 8 4 - 4 1
JimH 27 50 44 46 2 1 40 7 9 50 45 32 3 8 7
kps 24 44 44 40 2 1 36 5 - - - - - -

flic 24 46 40 46 2 38 6 8 50 45 29 3 7 6
Total n*=100 27 50 44 46 2 1 40 7 9 50 0 45 32 3 8 7

PapC: proteina de membrana externa da fimbria P, FV: fatores de viruléncia, flu: antigeno 43, fimH: fimbria do tipo1, &ps: capsula, fliC: flagelina, A: grupo filogenético

A, B1: grupo filogenético B1, B2: grupo filogenético B2, D grupo filogenético D.

TABEIA 3

Distribuicdo das amostras de Escherichia coli positivas para o gene papC com relacio
a intensidade do biofilme formado e os fatores de viruléncia.

TABELA 4

Distribuicdo das amostras de Escherichia coli negativas para o gene papC com relacio
a intensidade do biofilme formado e os fatores de viruléncia.

Grupol (amostras papC positivas)

Grupo 2 (amostras papC negativas)

FV Sl fimH  kps  papC  flic Ml A Bl B2 D FV flu fimH kps  papC fic Ml A Bl B2 D
Fraco/ausente 5 21 19 21 17 10 1 1 16 3 Fraco/ausente 3 35 - 30 27 26 2 2

Moderado 16 23 19 23 23 13 20 3 Moderado 4 13 3 13 5 1 5 2
Forte 6 6 6 6 6 6 1 - 4 1 Forte 2 2 - - 2 21 - 1 -
Total n°=50 27 50 44 50 46 29 2 1 40 7 Total n°=50 9 50 45 42 32 3 8 7

papC: proteina de membrana externa da fimbria P, FV: fatores de viruléncia, flu:
antigeno 43, fimH: fimbria do tipo1, kps: capsula, fliC: flagelina, Mil: Meio Motilidade
Indol Lisina, A: grupo filogenético A, B1: grupo filogenético B1, B2: grupo filogenético
B2, D: grupo filogenético D.
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B2, D: grupo filogenético D.
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DISCUSSAO

Os ensaios da PCR permitiram a caracterizacio molecular
dos fatores de viruléncia associados 2 formacdo de biofilme e o
agrupamento filogenético das 100 amostras de Escherichia coli
estudadas. Foram realizados testes fenotipicos de quantificagio
de formacio de biofilme em microplacas de poliestireno e testes
de motilidade em tubos contendo meio de cultura semi-sélido
para avaliar a formagZo de biofilme e motilidade.

Aproximadamente, 50% das infeccdes microbianas s3o associadas
com formagdes de biofilme, que aumentam significantemente a
resisténcia 2 antibidticos e a0s mecanismos de defesa do sistema
imune. Estudos tém demonstrado a importincia da formagio de
biofilme bacteriano em ITUs, principalmente em cistite cronica e
infecgbes associadas a0 uso de cateteres®, uma vez que, a presenca
do biofilme atua na diminui¢io da susceptibilidade das bactérias
a0s agentes antimicrobianos quando comparados com culturas
de crescimento em suspensao”. O crescimento do biofilme estd
associado ao aumento da resisténcia a0s agentes antimicrobianos e
asusceptibilidade a estes agentes s3o mil vezes maiores nas culturas
que crescem em suspensio (planctonicas)® . Estudos sugerem
que a resisténcia do biofilme € explicada pela impenetrabilidade
dos agentes antimicrobianos devido 4 presenga de um polimero
hidrofilico que reveste o biofilme e a estratégias de liberacio dos
agentes antimicrobianos®.

Das adesinas afimbriais (antigeno 43), a familia da proteina
AT (autotransportadora) representa um novo grupo de fatores de
viruléncia que estdo envolvidas na adeso, invasdo e formacio
do biofilme?'. Estudos sugerem que o fendmeno de agregacio
mediado pelo ag43 poderia ser bloqueado pela expressio
concomitante da fimbria do tipo 1, pois o contato célula-célula
requerido pela adesina AT pode ser fisicamente bloqueado pela
expressao de grandes estruturas extracelulares como fimbrias,
flagelos, lipopolissacarideo e capsula’ 2'. Porém, neste trabalho,
tanto o gene fAu quanto a formacdo do biofilme em microplacas de
poliestireno, foram detectados em maior prevaléncia nas amostras
do grupo 1 que possuem tanto o gene para fimbria do tipo 1
quanto para fimbria P, e também a presenca do polissacarideo
capsular, do que nas amostras do grupo 2 que apresentaram
apenas 1 operon fimbrial estudado e auséncia do antigeno
capsular (Tabela 2).

0 gene kpsMTII foi amplificado em 44 amostras do grupo 1,
sendo que ndo foi encontrado em nenhuma amostra do grupo 2
(Tabela 1). Um estudo demonstrou que a cipsula pode bloquear
aatividade de outras adesinas localizadas na superficie bacteriana,
sugerindo que em bactérias onde ndo hd expressio da cdpsula
hd um aumento na formacio do biofilme devido a expressdo
do antigeno 43'. Além disso, a fungiio da fimbria do tipo 1 tem
sido reportada por impedir a presenca da cdpsula na superficie
bacteriana, e a sintese reduzida deste polissacarideo pode aumentar
a contribuicio da fimbria para a formacio do biofilme'. Neste
trabalho, observamos que nas 50 amostras do grupo 2 positivas para
a fimbria do tipo 1, nenhuma delas apresentavam o gene kpsMTII,
demonstrando que nas 15 amostras que formaram biofilme em
microplaca ndo houve participagdo da cdpsula.

A motilidade tem papel essencial na formagio do biofilme,
provavelmente devido a superacdo da forca de repulsio
eletrostatica das superficies celulares, e por estar envolvida na
colonizacdo inicial da superficie celular do hospedeiro® ». Foi
demonstrado, que as diferencas na arquitetura da formago do
biofilme, sdo causadas pela rotagio flagelar ou pela presenga da
estrutura flagelar® e que o flagelo é dispensavel para formacio de
biofilme em amostras de Escherichia coli que expressam curli e
em amostras que carregam o plasmidio conjugativo F*.

Das 46 amostras positivas para o gene f%C no grupo 1, 29
expressaram motilidade em meio de cultura semi-sélido. No
grupo 2, das 45 amostras positivas para o gene f%C, 42 amostras
expressaram motilidade (Tabelas 2 e 3). Estes resultados podem
indicar que nas amostras do grupo 2, houve maior expressio de
motilidade, pois encontram-se ausentes estruturas como cipsula
ou adesinas.

0 estudo do agrupamento filogenético identificou que do
total de 100 amostras estudadas, 34 (34%) amostras foram
classificadas no grupo filogenético A, 4 (4%) amostras no grupo
B1, 48 (48%) amostras no grupo B2 e 14 (14%) amostras no
grupo D (Tabelas 2 e 3). A prevaléncia do grupo filogenético B2
nas amostras papC positivas foi significativamente mais alto do
que nas amostras papC negativas (Tabela 3 e 4). Estes resultados
eram esperados uma vez que, amostras agrupadas nos grupos B2
e D, sdo conhecidas por possuir mais fatores de viruléncia e estdo
associadas a infeccoes extra-intestinais®* 7.

Neste trabalho, observamos que o antigeno 43, responsivel
pela formacio do biofilme, estava presente nas amostras que
apresentaram formacfo de biofilme moderado e forte, além de
poder estar associado a outros fatores de viruléncia na formagio do
biofilme em infec¢des urindrias, visto que houve maior prevaléncia
deste gene no grupo de amostras que tinham a adesina P e o antigeno
capsular. O gene f7iC responsavel pela motilidade foi encontrado
em ambos 0s grupos, porém houve prevaléncia de expressio nas
amostras do grupo 2. Estes dados sugerem que o flagelo pode estar
associado a formagdo do biofilme na auséncia de outras estruturas
como as adesinas e a cdpsula. Também confirmamos a incidéncia
das amostras do grupo 1, no grupo filogenético B2 e D, uma vez
que estas amostras possuem tanto a fimbria do tipo 1, quanto a
fimbria P, caracteristica de infeccoes extra-intestinais.
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