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Aspectos biologicos e moleculares de amostras uropatogénicas de
Escherichia coli isoladas na Cidade do Rio de Janeiro

Biological and molecular characteristics of uropathogenic Escherichia coli strains
isolated in the City of Rio de Janeiro
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RESUMO

Amostras uropatogénicas de Escherichia coli isoladas de individuos moradores de localidades distintas na Cidade do Rio de
Janeiro, foram caracterizadas quanto o sorotipo, propriedades hemoliticas e hemaglutinantes, susceptibilidade a antimicrobianos
e perfil isoenzimdtico. O método molecular empregado associado com a investigacdo de marcadores de uroviruléncia, permitiu
detectar uma grande diversidade entre os isolados. Entretanto, foi observada uma relacio mais estreita entre amostras de
Escherichia coli epidemiologicamente relacionadas.
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ABSTRACT

Uropathogenic Escherichia coli strains isolated from individuals living in different areas of the City of Rio de Janeiro were characterized
according to serotype, hemolytic properties, hemagglutination properties, antimicrobial susceptibility and isoenzymatic profile.
The molecular approach used, together with investigation of urovirulence markers, enabled detection of great diversity among the
isolates. However, closer relationships were observed between epidemiologically related Escherichia coli samples.
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A Escherichia coli é uma das principais causas de doengas
infecciosas em seres humanos e é o agente etiol6gico mais
freqiiente das infecgdes do trato urindrio (ITUs), acometendo
principalmente mulheres e criangas®. Determinantes
especificos de uroviruléncia tém sido descritos e associados
com o desenvolvimento de ITUs e a manifestagio de quadros
clinicos especificos®’. Estudos epidemioldgicos tém revelado
que este potencial uropatogénico é um atributo de
subpopulacdes bacterianas, carreadoras de propriedades
especificas de viruléncia caracterizando assim clones
patogénicos® . Além dos fatores diretamente relacionados
com a uroviruléncia destes patdgenos, a resisténcia a

antimicrobianos tem sido apontada como um fendmeno entre
0s mais relevantes, cuja evolugdo vem sendo gradativamente
observada®?'. Com o objetivo de esclarecer aspectos bioldgicos
e epidemioldgicos destes microrganismos circulantes em nosso
meio, amostras uropatogénicas de Escherichia coli foram
caracterizadas quanto ao sorogrupo/sorotipo, producio de
hemolisina, propriedade hemaglutinante, resisténcia a
antimicrobianos e perfil isoenzimdtico. Foram incluidas 40
amostras de E. coli isoladas, no periodo de 1999 a 2004, de
individuos com infec¢do urindria sintomdtica e assintomatica,
moradores de localidades diversas no Rio de Janeiro.
As amostras bacterianas foram isoladas de 19 individuos
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(homens, mulheres gravidas/ndo gravidas e criangas),
atendidos no Centro de Satide Escola Germano Sinval Faria —
Escola Nacional de Satide Publica/Fundagiio Oswaldo Cruz e
de 21 pacientes adultos (16 mulheres e 5 homens) com
quadros clinicos definidos (pielonefrite-33%, ITU baixa-33%
e infec¢do urindria assintomdtica-28,5%), atendidos no Servigo
Ambulatorial do Hospital Universitirio/UFR].

A atividade hemolitica foi observada a partir do
crescimento das amostras a 37°C por 18-24h, em placas
contendo agar de tripticaseina de soja (TSA-BBL) acrescido
de 5% de sangue desfibrinado de carneiro. Durante a
semeadura, foram feitas picadas em profundidade no meio
de cultura com auxilio de al¢a bacterioldgica, a fim de facilitar
a deteccio da expressio da atividade hemolitica. A formacdo
de halos de hemélise total ao redor das colonias bacterianas
foi classificada como -hemdlise, enquanto a lise parcial das
hemdcias foi definida como o-hemdlise. Amostras nio
hemoliticas foram caracterizadas pela auséncia de halo de
hemdlise. Para os ensaios de hemaglutinacio, foi empregado
sangue desfibrinado de carneiro, cabra, coelho e de cobaio,
a5% em PBS (pH 7,2), previamente lavado e mantido a 4°C.
Suspensdes bacterianas (5x10° CFU/ml em PBS, pH 7,2) foram
preparadas a partir de crescimento a 37°C por 18-24h em
placas contendo TSA. Para a reacdo, 25ul dos eritrdcitos
foram misturados a 25ul da suspensio bacteriana (5x10°
CFU/ml em PBS, pH 7,2), apds crescimento a 37°C por 18-
24h em placas contendo agar de tripticaseina de soja (TSA-
BBL). Os testes foram realizados em placas de polipropileno,
sob agitacdo, na presenca e na auséncia de D-manose, a 5%
em PBS (pH 7,2) e mantidos a 4°C até o momento da leitura.
A hemaglutinacio (HA) foi considerada manose-resistente
(MRHA), quando ocorria na presenga de manose e manose-
sensivel (MSHA), quando a atividade era inibida ou reduzida
na presenga de manose. Para o controle dos testes de HA, foi
incluida uma amostra padrao 108I-ETEC/CFA/I*. Para
determinacio dos antigenos somdticos (0) e flagelares (H),
amostras bacterianas cultivadas em meios de motilidade
solido e semi-sélido (Difco, Becton Dickson, USA), foram
submetidas a testes de aglutinacdo em tubo empregando-se
anticorpos especificos (01 a 0181 e H1 a H56), preparados
na Secdo de Bacteriologia do Instituto Adolfo Lutz. A
investigacdo da susceptibilidade a antimicrobianos foi
realizada através de testes de difusdo em dgar, conforme
recomendacdes do NCCLS (2004), utilizando discos
impregnados com: dcido nalidixico (ANL-30pg), amicacina
(AMI-30pg), ampicilina (AMP-10pg), 4dcido clavulanico +
amoxicilina (AMC-30pg), cefotaxima (CTX-30pg), ceftazidima
(CAZ-30pg), ciprofloxacina (CIP-5pg), fosfomicina (FOS-
200pg), gentamicina (GEN-10pg), nitrofurantoina (NIT-
300pg), piperacilina + tazobactam (PPT-110pg), sulfazotrim
(SUT-25pg) e trimetoprim (TRI-5pg). Para o controle de
qualidade dos testes de susceptibilidade foram incluidos os
seguintes padrdes: E. coli ATCC 25922, E.coli ATCC 35218, P.
aeruginosa ATCC 27853 e 8. aureus ATCC 25923. Para a andlise
do perfil isoenzimdtico foram investigados 10 sistemas
enzimaticos: malato dehidrogenase, E.C.1.1.1.3.7 (MDH);
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aconitase, E.C.4.2.1.3 (ACO); adenilato kinase, E.C.2.7.4.3
(ADK); isocitrato dehidrogenase, E.C.1.1.1.42 (IDH);
fenilalanil-leucina, E.C.3.4.11.1 (PEP-2); dlcool
dehidrogenase, E.C.1.1.1.1 (ADH); glucose fosfato isomerase,
E.C.5.3.1.9 (GPI); glucose 6-fosfato, E.C.1.1.1.49 (G6PDH);
glucose 6-fosfato dehidrogenase, E.C.1.1.1.44 (PGD) e
fosfoglucomutase, E.C.2.7.5.1 (PGM). Para a andlise
numérica, foi utilizado o programa NTSYS-pc e o coeficiente
Dice de similaridade. A auséncia de atividade foi assumida
como atividade nula para a enzima em questio.

A hemolisina é um fator de uroviruléncia presente em
amostras de E. coli, disponibilizando ferro e favorecendo a
destruicdo de células epiteliais e fagociticas®?. Em nosso
estudo, a atividade hemolitica foi detectada em todas as
amostras, expressando os tipos alfa (65%) e beta (35%). Os
dois tipos hemoliticos foram detectados tanto em individuos
atendidos no CSEGSF/ENSP/FIOCRUZ, quanto em pacientes
atendidos no HU/UFR] com quadro de pielonefrite e infec¢io
urindria assintomdtica. Entre as amostras isoladas de casos
de ITU baixa, foi observado apenas o tipo hemolitico alfa. A
expressio de adesinas com propriedade de hemaglutinacdo
manose-resistente (MRHA), tem sido associada com a
manifestacio de quadros clinicos especificos' 2. Dentre as
amostras isoladas de pacientes atendidos no HU/UFR], a
MRHA foi detectada apenas entre aqueles com quadro de
pielonefrite e infeccdo urindria assintomdtica. Esses
resultados corroboram dados de estudos prévios, sugerindo
que as adesinas mediadoras desta propriedade constituem
um fator de risco para o desenvolvimento da pielonefrite em
pacientes assintomdticos. A capacidade de determinadas
amostras bacterianas em induzir a MRHA frente a eritrocitos
diversos, evidencia a expressao de adesinas distintas na
superficie de suas células®. Tal propriedade foi também
associada com a expressio do tipo hemolitico beta, sugerindo
que a uroviruléncia destes patégenos seja de natureza
multifatorial. Por outro lado, a MSHA, propriedade atribuida
a fimbria tipo I, foi observada em 17,5% de amostras isoladas
de pacientes sintomaticos e assintomdticos. Embora
amplamente distribuida em populacdes de E. coli, a fimbria
tipo I tem sido detectada em ITUs, especialmente, nas
infec¢des do trato urindrio baixo®. Os resultados da
sorotipagem sao compativeis com a literatura, revelando uma
populacdo de natureza diversa®. Os sorogrupos 06 (30,7%) e
075 (19,2%), foram os mais freqiientes dentre os 12 O-grupos
identificados nas 26 amostras O-tipdveis. Duas foram rugosas
e 12 O-ndo tipdveis (ONT). Os antigenos flagelares mais
freqiientes foram H31 (21,7%) e H10/H1 (8,7%). Variantes
iméveis foram detectadas em 37,5% da populagio bacteriana.
Dos 19 sorotipos detectados, o 06:H31 e 0 075:H- foram os
prevalentes (10%). Nas amostras pertencentes a um mesmo
sorotipo, foi observado uma correlagio do tipo hemolitico
expresso com a capacidade de induzir a hemaglutinacio. Além
da associacio com quadros clinicos particulares, fatores
especificos de viruléncia tém sido relacionados com fenétipos
de resisténcia cujos padrdes parecem variar de acordo com a
populagiio em estudo’. A emergéncia de amostras resistentes
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aos antimicrobianos tradicionais empregados no tratamento
das ITUs, como o sulfametaxazol-trimetoprim, tem
recomendando o uso de terapias alternativas®. Dos 13
antimicrobianos testados, foi detectada resisténcia em 63%
das amostras de Escherichia coli isoladas de individuos
atendidos no CSEGSF/ENSP/FIOCRUZ, com indices de 5,2%
(ciprofloxacina), 42,1% (sulfazotrim/trimetoprim) e 52,6%
(ampicilina). Entre as amostras isoladas de mulheres
gravidas, foi detectada resisténcia para gentamicina (14,2%),
ampicilina (28,5%) e sulfazotrim/trimetoprim (42,8%). Entre
aquelas obtidas de mulheres nio-grividas, foi observada
resisténcia a gentamicina/ciprofloxacina (12,5%), dcido
nalidixico (25%), sulfazotrim/trimetoprim (37,5%) e a
ampicilina (62,5%). Neste grupo de individuos, o fendtipo
de multi-resisténcia para até 3 antimicrobianos foi detectado
em 52,6% das amostras. Todas as amostras se apresentaram
susceptiveis a: ceftazidima, fosfomicina, nitrofurantoina e
piperacilina + tazobactam. Resisténcia intermedidria foi
detectada para amicacina e cefotaxina (5,2%) e dcido
clavuldnico + amoxicilina (10,5%). Para a populacio
atendida no HU/UFR], a resisténcia foi detectada em 71,4%
das amostras com indices de 4,7% (gentamicina), 14,2%
(4cido clavulanico + amoxicilina/nitrofurantoina), 23,8%
(ciprofloxacina), 28,5% (4cido nalidixico) e 52,3%
(ampicilina/sulfazotrim/trimetoprim). Neste grupo, foi
detectada multi-resisténcia para 2 a 6 antimicrobianos e
apenas entre amostras isoladas de pacientes com uso prévio
de antibidticos. Todas as amostras foram susceptiveis para
amicacina e cefotaxima. Resisténcia intermedidria foi
detectada para ceftazidima (4,7%), fosfomicina (9,5%) e

piperacilina + tazobactam (4,7%). Das amostras obtidas de
pacientes com quadro de pielonefrite, 42,8% foram sensiveis
aos antimicrobianos testados e os demais apresentaram
resisténcia para gentamicina/nitrofurantoina (14,2%),
ampicilina/ciprofloxacina/trimetoprim (25,5%) e para o
dcido nalidixico/sulfazotrim (42,8%). As amostras isoladas
de pacientes com infec¢io assintomdtica apresentaram
resisténcia para o dcido nalidixico/ciprofloxacina (16,6%),
nitrofurantoina (33,3%), ampicilina/trimetoprim (50%) e para
o sulfazotrim (66,6%). Dentre as amostras isoladas de pacientes
com ITU baixo, foi observada resisténcia para dcido nalidixico/
ciprofloxacina/nitrofurantoina (16,6%), 4cido clavulanico +
amoxicilina/sulfazotrim (50%) e para ampicilina/trimetoprim
(66,6%). Das amostras que apresentaram resisténcia a pelo
menos um dos antimicrobianos testados, 32% apresentaram
MRHA, 35,7% expressaram o tipo beta hemolitico e 64,3% o
tipo alfa hemolitico. De um modo geral, amostras pertencentes
4 um mesmo sorotipo apresentaram o mesmo padrio de
susceptibilidade aos antimicrobianos. O sistema de tipagem
empregado apresentou um elevado poder discriminatdrio,
permitindo detectar uma populagio bacteriana composta por
39 tipos eletroforéticos distintos (Figura 1). Todos as enzimas
investigadas foram polimérficas, com nimero de eletromorfos
variando de 3 (ACO, MDH, PGM e IDH) a 6 (PGD). O
agrupamento obtido a partir da eletroforese de isoenzimas
revelou a presenca de trés grupos clonais principais e uma
relacdo mais estreita entre amostras de UPEC que compartilham
caracteristicas hemoliticas e antigénicas. Nao foi observada uma
associacdo significativa com os outros marcadores investigados.
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Figura 1- Dendrograma resultante da andlise da eletroforese de isoenzimas de amostras uropatogénicas Escherichia coli (UPEC)

incluidas no estudo.
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A heterogeneidade comumente descrita em populagdes
uropatogénicas de E. coli, tem dificultado a detec¢io da
emergéncia e da circulagdo de linhagens patogénicas®. Variagdes
nas caracteristicas populacionais e geogréficas, sio descritas
como fatores que contribuem para esta diversidade. Este aspecto
foi considerado em nosso estudo, uma vez que, as amostras foram
isoladas de localidades e periodos distintos. Apesar desta
diversidade, caracteristicas comuns também foram detectadas
entre amostras epidemiologicamente nio-relacionadas,
sugerindo a dissemina¢do de subpopulacdes clonais. A ampla
distribuicio destes marcadores, incluindo os determinantes de
resisténcia, alerta para a necessidade de uma vigilancia mais
efetiva, com o intuito de detectar tanto a emergéncia de variantes
virulentas quanto a transmissio e a disseminacdo de
propriedades especificas de viruléncia para organismos dispersos
na comunidade. Tal abordagem é também de grande
aplicabilidade na recomendacdo de estratégias envolvendo
esquemas terapéuticos especificos, além de reduzir os custos e
a incidéncia de efeitos adversos. O conjunto dos dados obtidos
traz uma contribuiciio para o esclarecimento dos aspectos
bioldgicos e das relacoes epidemioldgicas destes uropatégenos
circulantes na comunidade, o que é especialmente relevante,
considerando a limitagio destas informacdes em nosso meio.
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