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RESUMO

A infecgao do trato urinario (ITU) é caracterizada pela presenga de microrganismos
que invadem os tecidos urinarios, com presenga de bactérias na urina em
quantidade igual ou superior a 105 UFC/ml. E causada principalmente por
enterobactérias, dentre as quais se destaca a Escherichia coli uropatogénica
(UPEC), devido a presencga de diversos fatores de viruléncia, a exemplo da produgao
de serinoproteases. Em bactérias Gram-negativas, as proteases pertencentes a
familia Enterobacteriaceae sao conhecidas como SPATEs (Serino protease
autotransporter of Enterobacteriaceae). Dentre as SPATESs, a proteina envolvida na
colonizagao (Pic) tem grande relevancia e é produzida tanto por patétipos de E. coli
como por Shigella flexneri e Citrobacter rodentium. Pic € descrita na literatura por
causar hemaglutinagao, degradar mucina, clivar moléculas do sistema complemento,
dentre outros. Desta forma, este trabalho tem como objetivo detectar o gene pic em
Escherichia coli uropatogénicas isoladas de pacientes com infecgao do trato urinario
e realizar a caracterizacao fenotipica destes isolados. No periodo de dois meses o
laboratério coletou 9.961 amostras de ITU das quais foram selecionadas 369 para
realizagao do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, seguido de PCR para
caracterizagdo de genes de viruléncia associados a produgdo de SPATEs. Foi
verificado a capacidade destes isolados formarem biofilme utilizando a técnica do
cristal violeta e posteriormente um teste de sobrevivéncia utilizando animais
invertebrados (larvas de Tenebrio mollitor) avaliada durante 10 dias. Das 369
amostras analisadas no estudo, quatro possuiram apenas o gene pic, dentre os
genes de SPATEs pesquisados. O teste de sensibilidade das amostras indicou
resisténcia a antibidticos utilizados em quadros de ITU, sendo estes da classe dos
beta-lactdmicos, sulfonamidas e quinolonas. A presenga do gene pic pode estar
relacionado a capacidade de UPEC degradar muco e promover a colonizagdo na
mucosa do trato urinario. Os testes realizados demonstraram que as cepas que
continham pic produziram quantidades de biofilme diferentes umas das outras sendo
que a denominada ITU032 foi considerada um fraco formador de biofilme enquanto a
cepa ITUO15 produziu mais biofilme que o controle positivo 042, demostrando que a
patogenicidade do isolado possivelmente ndo esta relacionada a quantidade de
biofilme que ela pode produzir. No teste de sobrevida utilizando larvas de T. molitor
foi possivel observar uma taxa de sobrevida de 40% nas larvas infectadas com as
cepas ITUO14 e ITUO40, com o maior indice de mortalidade naquelas infectadas com
a cepa ITUO15, com sobrevida de apenas 10%. A cepa ITU32 demonstrou uma
letalidade de 70%. Este método € mais rapido e econémico que os modelos murino e
apresentam resultados mais relevantes que o0s ensaios baseados em células
podendo ser utilizado para verificar se algum composto natural tem capacidade
antibacteriana. De maneira geral este estudo demonstra que cepas de UPEC tem
apresentado resisténcia a diversos antimicrobianos além de expressar o gene de
viruléncia pic caracteristico de EAEC. Novos ensaios estdo em fase de conclusao
com o objetivo de compreender o papel destas serinoproteases nas infecgcbes
urinarias e com isso buscar novos mecanismos para tratamento destas
complicagdes.

Palavras-chave: pic; Infeccao urinaria; antimicrobianos; biofilme; Tenebrio molitor.



ABSTRACT

Urinary tract infection (UTI) is characterized by the presence of microorganisms that
invade the urinary tissues, with the presence of bacteria in the urine in amounts
equal to or greater than 105 CFU/ml. It is mainly caused by enterobacteria, among
which the uropathogenic Escherichia coli (UPEC) stands out, due to the presence of
several virulence factors, such as the production of serine proteases. In Gram-
negative bacteria, proteases belonging to the Enterobacteriaceae family are known
as SPATEs (Serino protease autotransporter of Enterobacteriaceae). Among
SPATEs, the protein involved in colonization (Pic) is of great relevance and is
produced both by E. coli pathotypes and by Shigella flexneri and Citrobacter
rodentium. Pic is described in the literature for causing hemagglutination, degrading
mucin, cleaving complement system molecules, among others. Thus, this work aims
to detect the pic gene in uropathogenic Escherichia coli isolated from patients with
urinary tract infection and perform the phenotypic characterization of these isolates.
In a two-month period, the laboratory collected 9,961 UTI samples, of which 369
were selected for the antimicrobial susceptibility profile, followed by PCR to
characterize the virulence genes associated with the production of SPATEs. The
ability of these isolates to form a biofilm was verified using the crystal violet
technique and later a survival test using invertebrate animals (Tenebrio mollitor
larvae) was evaluated for 10 days. Of the 369 samples analyzed in the study, four
had only the pic gene, among the SPATEs genes researched. The sensitivity test of
the samples indicated resistance to antibiotics used in cases of UTI, which belong to
the class of beta-lactams, sulfonamides and quinolones. The presence of the pic
gene may be related to the ability of UPEC to degrade mucus and promote
colonization in the urinary tract mucosa. The tests carried out showed that the
strains containing pic produced different amounts of biofilm from each other, with the
so-called ITUO32 being considered a weak biofilm former, while the ITUO15 strain
produced more biofilm than the positive control 042, demonstrating that the
pathogenicity of the isolate possibly it is not related to the amount of biofilm it can
produce. In the survival test using T. molitor larvae, it was possible to observe a
survival rate of 40% in larvae infected with strains ITUO14 and ITUO40, with the
highest mortality rate in those infected with strain ITU015, with survival of only 10%.
The UTI32 strain demonstrated a 70% lethality. This method is faster and more
economical than murine models and presents more relevant results than cell-based
assays and can be used to verify if any natural compound has antibacterial capacity.
In general, this study demonstrates that UPEC strains have shown resistance to
several antimicrobials, in addition to expressing the pic virulence gene characteristic
of EAEC. New trials are nearing completion with the aim of understanding the role of
these serine proteases in urinary infections and thereby seeking new mechanisms
for treating these complications.

Keywords: pic; Urinary infection; antimicrobials; biofilm; Tenebrio molitor.
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1 INTRODUGAO

A infecgdo do trato urinario (ITU) ocorre quando um patégeno consegue
invadir o tecido e colonizar o sistema urinario, onde a bactéria causadora da ITU
ascende dos 6rgaos mais baixos (uretra) para os 6rgaos mais elevados (ureteres e
rins), o principal agente responsavel por esta infecgdo € Escherichia coli (FABBRI;
PIRES, 2016; MALINOVSKI, 2021).

E. coli, apesar de ser predominantemente comensal, esta comumente
envolvida em uma grande quantidade de infecgbes alimentares e infecgbes extra
intestinais, tais como: pneumonia, meningite e infeccdes relacionadas ao trato
urinario. Esta ultima acontece principalmente devido ao fato de esta bactéria estar
presente no microbioma intestinal e, consequentemente, afeta mais individuos do
sexo feminino devido a proximidade anatémica da vagina com o &nus (GOMES et
al., 2016).

Cepas de E. coli sao responsaveis por cerca de 70 a 90% dos casos
sintomaticos de infecgdes urinaria fora de UTIs (MASSON et al., 2009; BRESOLIN,
2016; COSTA et al., 2010). Isso se deve, principalmente, ao fato de que bactérias
desta espécie possuem diversos fatores de viruléncia, tais como as fimbrias que
auxiliam na aderéncia ao epitélio, adesinas, toxinas, proteinas autotransportadoras
e sistema de aquisicdo de ferro (PEREIRA; CALHAU, 2016). Dentre as E. coli, as
uropatogénicas sao capazes de produzir biofilme, dificultando seu tratamento e
levando a um maior tempo de internagdo causando um custo elevado nos cofres
publicos (MOTA, 2011).

A presenca de fatores de viruléncia em algumas cepas patogénicas de E. coli,
a exemplo das serinoproteases, habilitam esses microrganismos a causar doengas
cada vez mais graves em individuos saudaveis (BHULLAR et al., 2015; MAINIL,
2013). Serinoproteases sdo enzimas que possuem atividade proteolitica, sendo
encontradas em diversos microrganismos (PAGE; Di CERA, 2008; DODSON;
WLODAWER, 1998). Em bactérias Gram-negativas, as proteases pertencentes a
familia Enterobacteriaceae sa&o conhecidas como SPATEs (serinoprotease
autotransporter of Enterobacteriaceae) (RUIZ-PEREZ; NATARO, 2014), sendo a
proteina Pic um importante membro desta familia. Dentre as cepas de E. coli

produtoras de Pic se destacam a EAEC (E. coli enteroagregativa), UPEC (E. coli
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uropatogénica) e EPEC (E. coli enteropatogénica) (HENDERSON et al., 1999;
PARHAM et al., 2004; ABREU et al., 2016). Além de E. coli, outros patégenos sao
capazes de produzir Pic, a exemplo da Shigella flexneri e Citrobacter spp.
(RAJAKUMAR et al., 1997; BHULLAR et al., 2015).

Diversas fungdes bioldgicas para Pic ja foram descritas, das quais se
destacam a hemaglutinagédo, atividade mucinolitica, degradagédo do fator V da
cascata de coagulagao e clivagem de glicoproteinas de superficie de leucdcitos, que
estdo envolvidas no trafico, migracédo e inflamagédo (RUIZ-PEREZ et al., 2011).
Assim, Pic é capaz de clivar agucares presentes no muco intestinal, facilitando, a
adesao da bactéria @ mucosa do intestino (ABREU et al., 2016; MUNERA et al.,
2014; HARRINGTON et al., 2009), além de clivar diversos receptores presentes na
superficie de leucécitos e moléculas do sistema complemento (RUIZ-PEREZ et al.,
2011; ABREU et al., 2015), levando a complicagbes graves, a exemplo da sepse
letal em animais infectados com E. coli produtora desta serinoprotease (DUTRA et
al., 2020).

Diversas cepas de E. coli, entre elas UPEC, possuem inumeros fatores de
viruléncia responsaveis por causar quadros graves quando associado a doengas
relacionado ao corpo humano, baseado nisso, este trabalho tem como objetivo
detectar o gene pic em amostras isoladas de Infecg¢éo urinaria, bem como realizar

uma caracterizagéo fenotipica destes isolados.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Infecgao urinaria

A infeccdo do trato urinario (ITU) é caracterizada pela presenga de
microrganismos que invadem os tecidos urinarios, devendo ser classificada segundo
sua localizagao em infecgao urinaria baixa e alta. Define-se bacteriuria assintomatica
como o isolamento de bactérias na urina em quantidade igual ou superior a 10°
unidades formadoras de colbénias por mililitros (UFC/mL), ndo havendo assim sinais
ou sintomas, a nivel local ou sistémico de infecgdo (FIHN, 2003).

A ITU é considerada como a infecgdo mais recorrente quando associado a
assisténcia a saude (IRAS), representando aproximadamente 40% das notificagdes
em unidades de terapias intensivas (UTIs) (MOTA; OLIVEIRA., 2019). Muitos
pacientes contraem uma reinfecgao urinaria no decorrer do ano, sendo este quadro
observado em 30% da populacdo idosa, levando a ter um maior cuidado em
individuos desta faixa etaria, haja vista que estes dispdem de um sistema imune
mais debilitado e em sua grande maioria possuem algum tipo de doenga cronica
(MARKS et al., 2020; MELO et al., 2017).

As infecgbes urinarias sdo manifestagbes comuns na infancia, tendo sua
prevaléncia em 5% de criangas do sexo feminino e 2% do masculino, afetando 35%
de recém-nascidos. (GOMES; MAHLKE, 2013). O diagnéstico de ITU em criangas é
considerado dificil pois quando ocorre, raramente sao associados a sinais e
sintomas tipicos da doenga (disuria, mic¢do frequente, dor forte na lombar e
polaciuria), sendo necessario um tempo maior para poder dar o diagnéstico da
doenga, levando, assim, a um custo mais elevado para o sistema de saude publica
(FELD; MATTOO, 2010; NETO et al., 2019).

Em relacdo ao género, ITUs afetam principalmente pacientes do sexo
feminino na fase adulta, devido as mulheres terem em sua anatomia uma maior
proximidade da uretra em relagdo ao anus e vagina (AKRAM; KHAN, 2007). Cerca
de 50% das mulheres apresentam infec¢des urinaria na vida, sendo que 25% das
pacientes tem reincidéncia no mesmo ano (CAR, 2006). Este numero é
aumentando em pacientes que atingem a menopausa devido a redugdo da

producao de estrogénio, aumento do pH vaginal e consequentemente desregulagao
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de Lactobacillus, levando assim a uma maior vulnerabilidade a bactérias e fungos
tais, como Candida albicans, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Enterococcus faecalis e, principalmente, E. coli, sendo necessario exames
complementares para achar o patégeno causador do quadro de infecgdo (SMITH;
RAVEL., 2017; ALDUNATE et al.,2015).

Para diagnostico da infecgao, inicialmente é realizado um exame de urina
tipo I, também conhecido como exame EAS (Elementos Anormais do Sedimento),
onde observa-se a presenca de nitrito, sendo esse um indicativo de infeccao
urinaria, entretanto somente a urocultura pode confirmar a presenca ou nao da
infeccdo (FABBRI; PIRES, 2016). Através da urocultura é possivel identificar o
patdgeno causador da infecgdo, sendo realizado posteriormente o antibiograma
para determinar a sensibilidade da bactéria frente ao antibiético (BAUER et al.,
1966), levando a escolha do melhor farmaco para tratamento da infeccdo (RANGEL
et al., 2013; HEILBERG, 2003).

Bactérias Gram-positivas sdo patdégenos menos frequentes em casos de ITU.
No entanto, ao longo dos anos, tem-se observado uma maior incidéncia destes
microrganismos, chegando a causar quadros graves da doenga, tendo como
principal representante da categoria aquelas da familia Micrococcaceae
(SCHENKEL, 2014). O principal género pertencente a esta familia, quando
relacionado a doengas urinarias sado os Staphylococcus spp., sendo o
Staphylococcus saprophyticus a espécie mais descrita, principalmente quando
relacionamos a mulheres jovens e sexualmente ativas (BRAOIOS, et al., 2009;
BERALDO-MASSOLI et al., 2012).

Os microrganismos da familia Enterobacteriaceae s&o 0s maiores
responsaveis pelo quadro de infecgdo urinaria, sendo encontradas em 55% dos
casos (COSTA et al., 2010; MIRANDA; CUNHA., 2016). Estes patdégenos séao
Gram-negativos anaerdbios, e estdo presentes na microbiota intestinal de animais
de sangue quente, dentre os quais pode-se destacar os géneros Proteus, Klebsiella
e Escherichia como 0s maiores responsaveis por quadros de ITU em UTls (COSTA
et al., 2010).

E. coli é o agente etiologico mais frequente em quadros de ITU, sendo

encontrada com frequéncia de 48% a 91% de casos de todo o mundo (BRESOLIN,
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2016; COSTA et al., 2010; GONCALVES et al, 2001). Isso se deve ao fato de que
este patdgeno esta presente no microbioma intestinal e possui diversos fatores de
viruléncia, tais como o pili que facilita a aderéncia do patégeno na mucosa vaginal,
o antigeno H que auxilia na mobilidade de E. coli na infecgéo do trato urinario, o
antigeno K que dificulta a agao de fagocitose mediada por neutréfilos e o antigeno
O, responsavel pela diminuigdo do peristaltismo, facilitando assim a ascenséo da
bactéria pelo trato urinario causando quadros mais graves da doenca (FABBRI;
PIRES, 2016).

2.2 Escherichia coli

No trato gastrointestinal se encontra o maior numero de diversidade de
bactérias que colonizam o corpo humano (LEITE et al., 2014). O termo microbiota
intestinal refere-se a uma diversidade de microrganismos vivos entre elas podemos
citar as bactérias anaerdbias, que colonizam o intestino logo apds o nascimento
(PAIXAO; CASTRO, 2016). Denominada anteriormente de flora, a microbiota do
intestino € um conjunto de microrganismos que colonizam este org&do. As
populagdes que constituem a microbiota s&o variaveis ao longo do trato digestorio e
localizam-se entre a mucosa e o lumen intestinal, dentre elas o microrganismo que
se encontra mais presente é E. coli (FERREIRA, 2014).

E. coli foi descoberta em 1885 pelo pediatra e microbiologista alemé&o
Theodore Escherich na cidade de Napoli, primeiramente foi denominada de Bacillus
coli comune. Porém, apos um algum tempo foi renomeada para E. coli
(SAUVONNET et al., 2000). E um bacilo Gram-negativo anaerdbico facultativo e ndo
esporulado, capaz de causar morbi/mortalidades, principalmente em criangas
menores que 5 anos (World Health Organization, 2016). A bactéria pode ser
facilmente isolada de amostras fecais em meio de cultura seletivos cujo crescimento
ideal é de aproximadamente 37 °C (CROXEN et al., 2013; GOMES et al., 2016).

Estudos filogenéticos de E. coli mostram que ela possui 4 filos grupos
principais: A, B1, B2 e D. Essa caracterizagao, informa a qual linhagem um isolado
de E. coli pertence. Estes diferentes grupos podem se diferenciar caso a E. coli seja
comensal ou patogénica, sendo que E. coli comensais fazem parte dos grupos A e
B1 e os patogénicos dos filogrupos B2 e D (CLERMONT et al, 2015).
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Embora encontrada no intestino, a bactéria pode causar uma serie de
infecgdes intestinais e extra intestinais. Entre as cepas patogénicas de E. coli que
causam doencas intestinais podemos citar: E. coli enteropatdgenica (EPEC), E. coli
enteroxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora (EIEC), E. coli produtora da toxina
Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli que adere difusamente a
células epiteliais (DAEC) (MAINIL, 2013), (FIGURA 1).

E.coli

| |
E.coli comensal do PATOGENICA
filogrupo A e B1

Filogrupo Filogrupo

intestinal, A,B1e D extraintestinal, B2 e

D
] ] ] 1
EPEC | Erec] [emec] [EEC] [pAEc | = [Wee| |UF’15C| ] INSIEC | APIEC

Figura 1: Representacdo esquematica de patétipos de E. coli e seus filo grupos
correspondentes. EPEC: E. coli enteropatogénica; EHEC: E. coli
enterohemorragica; ETEC: E. coli enterotoxigénica; EIEC: E. coli enteroinvasiva;
DAEC: E. coli difusamente aderente; EAEC: E. coli uropatogénica; SEC: E. coli
septicémica; NSEC: E. coli septicémica neonatal; APEC: E. coli patogénica aviaria.

E. coli esta presente na microbiota intestinal de animais de sangue quente,
entretanto quando ocorre uma ruptura da barreira intestinal, E. coli pode invadir e
migrar para o trato urinario, podendo eventualmente alcangar a corrente sanguinea e
se disseminar para os mais diversos tecidos do hospedeiro, causando bacteremia e
sepse (ABREU; BARBOSA, 2017). As linhagens que causam doengas fora do
intestino sdo descritas como E. coli patogénica extra-intestinal (EXPEC) (PATZI-
VARGAS et al., 2015).

As infecgdes urinarias recorrentemente sao causadas por enterobactérias que
conseguem migrar do intestino para o trato urinario, sendo a E. coli uropatogénica

(UPEC) a causa mais comum, responsavel por cerca de 80% das infecgdes (ULETT
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et al., 2013). Um dos motivos deste patdégeno ser capaz de causar grande indice de
infeccao esta no seu perfil de viruléncia, sendo capaz de secretar toxinas e adesinas
que facilitam sua adesao, locomogao e colonizagao no sistema urinario (MEUSKENS
etal., 2019).

2.3 Principais fatores de viruléncia de UPEC

Os quadros de infecgbes urinarias em UTls se agravam principalmente por
genes de viruléncias presente em cepas de UPEC. Esse patégeno tem variabilidade
genética extensa, o que impede a classificagdo em subtipos. Acredita-se que os
genes sao derivados da microbiota intestinal e passado com o decorrer dos anos
através de transferéncia horizontal entre microrganismo da mesma espécie
(JENSEN., 2014; SANTOS., 2018), tais caracteristicas moleculares foram bem
estabelecidas em alguns estudos (FLORES-MIRELES et al.,2015). Sua alta
patogenicidade e prevaléncia nas UTls sdo associadas a capacidade de bactérias
deste género secretarem adesinas, toxinas e sider6foros, que levam ao
agravamento da doenca (BIEN et al., 2012).

Os fatores de viruléncia das UPEC tém como fungdo ajudar na colonizagao
na mucosa do sistema urinario, favorecendo alteragbes da superficie celular
fazendo que ocorra fixagdo com as ceélulas do hospedeiro (SILVA et al., 2017). A
aderéncia e colonizagado ocorre com a entrada da cepa de UPEC através da uretra,
que por sua vez ascende através do sistema urinario migrando para a bexiga com
finalidade de chegar até os rins, causando a pielonefrite (CHUNG et al, 2010). O
processo de adesdo bacteriana e colonizagdo da mucosa do trato urinario é
essencial para a bactéria se estabelecer no hospedeiro e causar o processo de
infeccao, para tal é necessario uma substancia denominada adesina que consegue
se ligar a receptores localizados na bexiga. As adesinas sdo encontradas nas
extremidades das fimbrias, as cepas de UPEC possuem de 10 a 12 fimbrias com
variadas adesinas (FLORES-MIRELES et al., 2015; MOBLEY., 2016). Tal aderéncia
auxilia a invasao bacteriana assim como a capacidade de formar biofilme que torna
0 patégeno mais resistente ao tratamento com antibiéticos (CONNELL et al,1996;
ETO et al, 2007).

A literatura ja descreve que a formacdo de biofilme esta diretamente

associada a outros fatores de viruléncia das linhagens de E. coli, tais como, o pili
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conjugativo, capacidade da bactéria produzir flagelo e ter polissacarideos
extracelulares (SANTOS, 2018). A presenca de biofilme em infec¢cdes ocasionada
por UPEC tem sido relacionada a casos que os pacientes sao internados em leitos
de UTlIs e possuem um implante de protese ou a presenca de sondas e cateteres.
O combate de biofilmes visiveis se deve através de remog¢ao mecanica, remogao
quimica e principalmente pelo uso de antimicrobianos, sendo utilizado em alguns
casos 6leos essenciais em conjunto com antimicrobianos devido a acao direta deste
sobre a estrutura da parede celular bacteriana, além de a maioria dos 6leos
essenciais possuirem baixa toxicidade em células eucaridticas e uma rapida
degradagao no meio ambiente, essa sinergia tem o objetivo de diminuir a possivel
resisténcia destes antibidticos ja pre- existente em linhagens de UPEC (SILVA et
al., 2017; SANTOS, 2018).

UPEC é capaz de se locomover e ascender o trato urinario causando uma
agressividade maior da doenga, isso se deve principalmente a presencga de flagelo
que é o responsavel pela motilidade bacteriana, o flagelo consiste em subunidades
repetidas denominadas de flagelina proteica, expressas pelo gene fliC, este gene
esta presente em 80% dos casos das infecgbes urinarias (SILVA et al. 2017;
HEILBERG., 2003)

As fimbrias tem a capacidade de se ligar a receptores do trato urinario
facilitando sua colonizagdo no local. As fimbrias mais comuns nas infec¢des
ocasionadas por UPEC sao a fimbria do tipo 1 e a fimbria P. As fimbrias do tipo 1,
codificada pelo gene fimH, medeia a ligagao da bactéria a célula epitelial da bexiga,
permitindo a permanéncia desse microrganismo no trato urinario e aumento o risco
de uma reinfecgdo. Vale salientar que este gene esta presente em mais de 90% das
cepas de E. coli. As fimbrias P presentes nas cepas de UPEC promovem bacteriuria
rapidamente, induzindo uma resposta inflamatéria mais intensa e facilitando a
colonizacao dos rins, além de que a presenca dessa fimbria indica uma maior
patogenicidade. Em estudos mais recentes, cepas de UPEC expressando esta
fimbria foram encontradas na circulagdo sanguinea indicando a presenca de
septicemia (SILVA et al., 2017; MARRS, 2005).

Os metabolismos da UPEC sao descritos como parte vital do seu mecanismo
de sobrevivéncia pois a mesma necessita de nutrientes e oxigénio adequados para

que possa proliferar. Para isto este microrganismo expressa genes que auxiliam na
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aquisicao de ferro e de nitrogénio para si (OLIVEIRA, 2018; SANTOS, 2018). As
cepas de UPEC com o passar do tempo passaram a desenvolver sideroéforos como
a aerobactina e a enterobactina, moléculas que quelam o ferro com alta afinidade,
permitindo uma captacdo de ferro mais eficiente, também sendo capaz de
armazenar o excesso de ferro para que o mesmo nao se torne citotoxico. O gene
responsavel por regularizar a aquisicdo de ferro se chama gene iucD, este é o
principal responsavel pela sintese do sideroforo denominado aerobactina
(ANFORA, 2006; CASSAR, 2013).

O pili bacteriano de UPEC ¢é formado pela proteina papC localizada na
membrana externa de UPEC; entretanto a literatura descreve que a presenca deste
gene nao implica diretamente na patogenicidade de ITUs, sendo que ele pode estar
ou nao presente em casos mais graves da doenga (SANTOS, 2018).

Os patogenos humanos exibem uma serie de estratégias para evadir dos
mecanismos de acao do sistema imune, dentre as quais podemos citar a producéo
de proteinas que mimetizam proteinas reguladoras do sistema complemento, a
inibicdo de C3 e C5 convertases ou da formagdo do complexo de ataque a
membrana, bem como a inativagdo de proteinas do Sistema Complemento pela
acao de proteases bacterianas (ABREU; BARBOSA, 2017). Um estudo realizado
por Modgil et al. (2020), na india, demonstrou a presenga de uma serinoprotease
em amostras de UPEC. Esta protease foi primeiramente descrita em amostras de
EAEC e S. flexneri e caracterizada por clivar moléculas do sistema complemento,

tal serinoprotease Pic, descrita pela primeira vez por Henderson et al. (1999).

2.4 Serinoproteases

Serinoproteases sdo enzimas proteoliticas que constituem o tipo catalitico
predominante nas peptidases e foram encontrados em todos os trés dominios da
vida, incluindo bactérias e eucariotos (PAGE; Di CERA, 2008). Essas enzimas
receberam essa denominagdo por possuirem um mecanismo catalitico comum,
caracterizado pela existéncia de um residuo do aminoacido serina no sitio ativo,
essencial para atividade enzimatica (KHAN et al., 1999).

Acredita-se que um tergco das serinoproteases catalisam a clivagem da ligagao

peptidica (NAKATSUJI et al., 2016). Eles contém um residuo de serina em seu sitio
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catalitico (AYALA-LUJAN et al., 2014) capaz de realizar uma variedade de funcdes
fisiolégicas e celulares (STROBER; FUSS, 2011). Estas enzimas sdo produzidas
como proteinas precursoras compreendendo pré peptideo, pro-peptideo e proteina
madura. O pré peptideo ajuda a exportar a enzima para a regiao extracelular e o pro-
peptideo mantém a enzima em forma zimogénica (VIEIRA et al., 2018).

Serinoproteases secretadas por bactérias da familia Enterobacteriaceae sao
conhecidas como SPATEs (serino protease autotransporter of Enterobacteriaceae) e
sdo responsaveis por diversas fungdes de viruléncia. A distribuicdo de SPATEs é
estudada principalmente em E. coli diarreiogénica e extraintestinal patogénica
(TAPADER et al., 2014) e, apesar de compartilharem caracteristicas estruturais
idénticas, as SPATEs exibem varios mecanismos de patogénese e especificidades
de substrato distintos (DUTTA et al., 2002).

SPATEs foram categorizadas em duas classes (Figura 2), as pertencentes a
classe |, consideradas citotdxicas para células epiteliais, a exemplo de Pet (toxina
codificada pelo plasmideo), Sat (toxina autotransportadora secretada), SigA, EspP,
EspC (proteina C secretada por EPEC) e Vat (toxina autotransportadora vacuolante)
(DAUTIN, 2010; DUTTA, 2002; BOISEN et al., 2009, HOSSEINI et al., 2018); e as
SPATES de Classe ll, consideradas nao citotoxicas e compreendem Pic (proteina
envolvida na colonizagéao intestinal), SepA (proteina extracelular de Shigella A), EatA
(autotransportador ETEC A) e Tsh (hemaglutinina sensivel a temperatura), que
também recebeu o nome de Hbp (hemoglobina protease) (DUTTA et al.,, 2002;
TAPADER et al., 2019).

2.5 Proteina envolvida na colonizagao (Pic)

Pic é uma proteina de 116 kDa, secretada por E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), S. flexneri e
C. rodentium (RAJAKUMAR et al., 1997; HENDERSON et al., 1999; ABREU et al.,
2016).

Um importante papel para Pic na patogénese pode estar relacionado a sua
atividade mucinase que é evidenciada por sua capacidade de clivar as glicoproteinas
CD43, CD45, CD44 e PDGL1 expressas em células hematopoiéticas (Ruiz-Perez e

Nataro, 2014). Na patogénese por E. coli e S. flexneri ocorre o contato com células
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da mucosa intestinal. No entanto, a camada de muco que recobre a superficie da

mucosa €& considerada uma barreira
(RAJAKUMAR et al., 1997).

protetora contra infecgbes entéricas
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FIGURA 2: Classificagao das SPATEs. FONTE: Ruiz-perez e Nataro, 2014.

O papel de Pic na literatura esta bem elucidado. Possui um papel importante
na hemaglutinacdo (DUTTA et al.,, 2002), clivagem de moléculas do sistema

complemento (ABREU et al., 2015), resisténcia a atividade bactericida do soro

humano (HENDERSON et al., 1999), além

de induzir células caliciformes a produzir

muco intestinal (NAVARRO-GARCIA et al., 2010). Pic diminuiu a capacidade de

ativacdo do sistema complemento clivando o componente das trés vias sendo ela

composta pela via classica, via das lectinas e via alternativa (ABREU; BARBOSA,
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2017) induzindo a sepse letal em animais infectados com E. coli produtora desta
serinoprotease em até 12 horas apds a infecgédo (DUTRA et a., 2020). Além disso,
Pic atua em sinergismo com reguladores do sistema complemento, inibindo assim,
proteinas importantes para a ativagcao do sistema (ABREU et al., 2015). Um estudo
relatou a presenca de SPATESs, dentre eles pic, em subgrupos tipicos e atipicos de
EAEC (Andrade et al., 201). Além disso, ja foi descrito que anticorpos anti-Pic sao
produzidos durante a infeccdo natural, sendo detectados em amostras de soro de

criangas com diarreia aguda causada por EAEC (BELLINI et al., 2005).

Dutra e colaboradores (2020) demonstraram que bactérias produtoras de Pic
conseguem permanecer vivas no sangue, 0 que nao aconteceu com O grupo
bacteriano mutante Apic. A sobrevivéncia desta bactéria provavelmente esta ligada
ao fato de que Pic cliva as moléculas do sistema complemento e esta agcado mantém
a bactéria viavel no sangue. Além disso, os autores mostraram que estas induzem a
produgao de altos niveis de citocinas pro inflamatérias (IFN-y, TNF-q, IL-6, e IL-12) e
anti-inflamatoria IL-10, bem como a producdo de outros mediadores inflamatorias, a

exemplo do oxido nitrico.

Testes in vitro e ex vivo tém comprovado o alto grau de viruléncia de Pic
incluindo sua atividade mucinolitica, demonstrando que ele ajuda na degradac&o do
muco que reveste o epitélio intestinal (HARRINGTON et al., 2009; GUTIERREZ-
JIMENEZ et al., 2008). Desta forma com a destruicdo da barreira protetora do
epitélio intestinal causa a persisténcia bacteriana, consequentemente migragéo para
outros 6rgados como, o trato urinario e alguns deles tém a capacidade de atingir a

corrente sanguinea podendo causar bacteremia e sepse. (HERZOG et al., 2014).
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3 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

Detectar o gene pic em Escherichia coli uropatogénicas isoladas de pacientes

com infeccao do trato urinario e realizar a caracterizagao fenotipica destes isolados.

3.2 Objetivos especificos

+ Detectar o gene pic em isolados de UPEC oriundas de pacientes com

infec¢ao do trato urinario;
« Avaliar o perfil de susceptibilidade destes isolados aos antimicrobianos;
« Investigar a capacidade de formacgé&o de biofilme;

* Avaliar a grau de viruléncia dos isolados em modelo alternativo de larvas de

Tenebrio molitor.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos

Em acordo com a Resolugdo n° 466/2012 do Conselho Nacional de Saude
(CNS), esta pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade CEUMA, sob o parecer n° 2.221.431/2017 (Anexo ).

4.2 Coleta das amostras

As amostras de urina, provenientes de pacientes com diagnostico de infecgao
urinaria juntamente com as fichas técnicas contendo idade e sexo, foram obtidas no
periodo de 09 de setembro a 09 de novembro de 2019 por conveniéncia pelo
Laboratério Cedro que recebe amostras de diversas cidades do estado, dentre as
quais: Sao Luis, Pinheiro, Barreirinhas, Presidente Vargas, Coroata, Peritord, Alto
Alegre do Maranhao, Presidente Dutra, Imperatriz, dentre outras.

4.3 Identificagao e teste de susceptibilidade aos antimicrobianos

Foram utilizados os meios de cultura convencionais para semeadura dos
espécimes clinicos, tais como, agar sangue, agar MacConkey e Caldo Tioglicolato. A
identificagdo dos microrganismos foi realizada através do sistema automatizado
MALDI-TOF. Para o teste de susceptibilidade aos antimicrobianos (TSA) foi
empregado o método automatizado Vitek 2 (Biomérieux Marcy L etoile, Franga), bem
como o método de disco-difusdo (Kirby-Bauer), de acordo com as recomendagdes
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019).

4.4 Extracao de DNA

As técnicas gerais de biologia molecular utilizadas neste estudo estdo
descritas em Sambrook et al. (1989) e Ausubel et al. (1995). O DNA bacteriano foi
obtido pelo método de fervura. Para isto, uma colénia selecionada a partir de um
cultivo prévio em agar foi transferida para um tubo de polipropileno contendo 500 uL
de agua destilada e submetida a fervura por 10 min e imediatamente resfriada em

banho de gelo por 5 minutos.
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4.5 Reagado em Cadeia pela Polimerase (PCR)

A PCR foi utilizada para detectar a presenca de pic entre os isolados,
conforme descrito por Abreu et al. (2013).

Foram utilizados: 1,0 yL de cada um dos iniciadores especificos (foward e
reverse), 0,3 uyL de Taqg DNA Polymerase (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA), 1,0 yL
de MgCly, 2,5 pl de tampédo de PCR 1X (Invitrogen), 2,5 yL de dNTPs (Invitrogen), 1
uL de DNA e agua MilliQ estéril para um volume final de 25 pl.

Na PCR foram utilizados iniciadores (F) GGGTATTGTCCGTTCCGAT e (R)
ACAACGATACCGTCTCCCG, com o seguinte ciclo de amplificagdo para deteccao
do gene pic: 94°C por 5 min (desnaturagdo inicial); 30 ciclos, sendo 94°C para
desnaturacao por 1 mim, 60°C para anelamento por 1 min, 72°C para extensao por

1 min, extensao final a 72°C por 7 min e hold a 4°C infinito.

4.6 Eletroforese em gel de agarose

Apo6s PCR, os produtos da reagao foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose (Invitrogen), utilizando o tamp&o TBE 0,5X. A concentragdo do gel
variou de 1% a 1,5%, de acordo com o tamanho do fragmento amplificado. Ao gel
foram acrescentados 5 yL do corante SYBR Safe DNA gel stain (Invitrogen) para
visualizagdo dos fragmentos em luz ultravioleta. Como marcador de peso molecular
foi utilizado 1kb DNA Ladder (Invitrogen). A corrida eletroforética foi realizada sob
corrente constante de 80 V em tampdo TBE 0,5X, seguido de visualizagdo no

transiluminador de luz ultravioleta.

4.7 Ensaio de Formagao do Biofilme Bacteriano

Os ensaios de formagao do biofiime foram realizados de acordo com o
método descrito por Wakimoto et al. (2004) com modificagdes, utilizando placas de
poliestireno com 96 pocgos (WAKIMOTO et al., 2004). Os isolados de UPEC foram
incubados em caldo LB a 37 °C por um periodo de 18 horas. Apds as 18 horas, 10
uL da cultura foram colocadas em tubos contendo 100 pL de LB e incubadas a 37°C
por 2 h e lidas através de um espectrofotometro até atingir a D.O de 0,1. Os pogos

foram preenchidos em triplicatas com 200 puL das amostras e incubado por 18 horas
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em estufa a 37 °C. Apods esse periodo, o meio foi descartado e lavado com PBS 3x,
adicionando logo apds a lavagem 200ul de metanol por 15 minutos, apds este
tempo o metanol foi retirado. Para corar o biofilme, 100 yL de solugdo aquosa de
cristal violeta (CV) a 3% foram adicionados a cada pogo e deixados por 20 minutos.
A escolha do CV como corante para biofilme foi devido a afinidade do corante com
moléculas carregadas negativamente, células e polissacarideos que compdem a
matriz extracelular do biofilme (LI et al., 2003). Em seguida, a solugéo foi
descartada e os pogos lavados com agua destilada estéril. Entdo, 200ul de etanol
foram adicionados a cada pogo e a D.O determinou-se apdés a leitura de
absorbancia a 570 nm. Os biofilmes foram quantificados utilizando a média do
cristal violeta adsorvido ao pogo somado ao cristal violeta solubilizado por etanol.
Os ensaios foram realizados em ftriplicatas independentes, utilizando como controle
positivo a cepa EAEC 042 gragas a sua caracteristica de produzir biofiime e como
controle negativo a cepa HB101. Foram consideradas como formadoras de biofilme,
as cepas de UPEC que formaram biofilme em niveis superiores ou igual ao controle

positivo 042.

4.8 Modelo de infecgao in vivo

4.8.1 Ensaio de sobrevida com larvas de Tenebrio molitor

O teste de sobrevivéncia de larvas foi realizado segundo a metodologia de
Colasso et al (2019) com algumas alteragbes. As larvas de T. molitor com
aproximadamente 100 mg foram randomizadas em grupos de 10 individuos.
Antes da inoculagédo no corpo das larvas, as cuticulas foram limpas com alcool
70%. Depois da antissepsia, com o auxilio de uma Seringa de Hamilton, foi
injetada 10 yL de uma suspensao microbiana em salina padronizada na D.O de
0,1, na ultima falsa pata das larvas. Os grupos de larvas infectadas foram
colocadas em placas de Petri e incubados na estufa a 37°C, a viabilidade foi

avaliada diariamente ao longo de 10 dias pela auséncia de movimento.
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4.9 Analise Estatistica

Todos os ensaios foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos uma
vez. Os resultados foram expressos em média e desvio padrao e foram submetidos
a Analise de Variancia (ANOVA), seguida do teste de comparagbes multiplas
(Newman Keuls) utilizando o software GraphPad Prism, versao 8.
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5 RESULTADOS

Na primeira etapa deste trabalho o laboratério parceiro recebeu 9.961
amostras de urina de pacientes com ITU em 30 cidades do estado do Maranhao, no
periodo de setembro a novembro de 2019. Destas, 2.292 (23%) foram positivas
para algum tipo de microrganismo. Das amostras positivas, 980 (42,75%) foram E.
coli, das quais 368 foram selecionadas de forma aleatodria para a realizagao da PCR
para deteccao do gene pic.

Um total de 31 isolados (9,2%) foram positivos para o gene pic. Contudo,
apenas quatro isolados foram positivos somente para este gene. Outros genes que
codificam para autotransportadoras foram pesquisados previamente. Estes isolados
foram denominados de ITU014, ITUO15, ITUO32 e ITU040 e foram utilizados para a

caracterizagao fenotipica.

Das 368 amostras, 330 (89,7%) foram de pacientes do género feminino e
apenas 38 (10,3%) do género masculino. Com relagado aos isolados de interesse,
trés foram oriundos do sexo feminino (ITU014, ITUO015 e ITU032) e uma do sexo
masculino (ITU040).

A idade dos pacientes variou de um ano de idade até oitenta anos sendo a
amostra ITU015 aquela que apresentou uma maior capacidade de produzir biofiime
e encontrada no paciente mais novo desse estudo com somente um ano de idade
(figura 4). As amostra ITUO40 estava em um paciente com 80 anos de idade e a

amostra ITU014 e ITUO015 em pacientes com 26 anos (figura 4).

Ao analisar a sensibilidade da cepa aos antimicrobianos, foi possivel observar
que as amostras apresentaram resisténcias principalmente aos antibioticos beta-
lactdmicos tais como, ampicilina, meropenem, ampicilina/sulbactam e
piperacilina/tazobactam (Tabela 1), além de farmacos da classe dos nitrofuranos,

das sulfonamidas e das quinolonas.

O indice MAR (resisténcia multipla a antibiéticos) € um parametro, usado para
determinar se o patégeno possui resisttncia a mais de uma classe de
antimicrobiano. Neste estudo obtivemos um indice baixo de MAR (tabela 1), com a
maioria das amostras sensiveis aos antibiéticos testados. Por outro lado, o isolado

ITUO14 apresentou resisténcia apenas ao farmaco meropenem.
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Tabela 1: Perfil de sensibilidade aos antimicrobianos das amostras ITU014, ITU015,
ITUO32 e ITUO40 obtido pelo método automatizado Vitek 2 e disco-difusdo. O teste
foi realizado de acordo com as recomendagbes do Clinical and Laboratory

Standards Institute.

Antibiéticos ITUO14 ITUO15 ITU032 ITU040 %
Amicacina X X X X 100
Ampicilina X 25
Amoxicilina/clavulanato X 25
Ceftriaxone X X X X 100
Cefepime X X X X 100
Cefuroxime X X X X 100
Cefoxitina X X X X 100
Ceftazidime X X X X 100
Ciprofloxacina X X X X 100
Ertapenem X X X X 100
Gentamicina X X X X 100
Levofloxacino X X X 75
Meropenem X X X 75
Nitrofurantoina X X X 75
Norfloxacino X X X X 100
Piperacilina/Tazobactam X X X 75
Sulfametazol/trimetoprima X X X 75

A formacgéao de biofilme € um importante fator de viruléncia desempenhando

um papel importante nas infecgbes do trato urinario (ITUs), levando a quadro de

infecgdes persistentes e prostatite aguda. Como podemos observar na figura 3, as

cepas ITU032 e ITU040 foram fracas produtoras de biofilme, se compararmos com

a cepa padrdo 042 (protétipo de EAEC, formadora de biofilme), enquanto a cepa

ITU 015 produziu mais biofime que a 042, enquanto a ITU 014 produziu uma

quantidade de biofilme moderada.
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ADERENCIA DO BIOFILME
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Figura 3 - Formacgao de biofilme entre os isolados. A avaliacdo do biofilme se fez
a partir da visualizagao da formagdao do mesmo em placa de 96 pocos, que foi
corada com cristal violeta a 0,5% e lida no leitor de ELISA a 550 nm. Amostras com
DO < 0,1 foram consideradas negativas para a producao de biofilme e DO > 0,1
foram consideradas positivas. Para o controle positivo foi utilizado uma amostra de
E. coli EAEC 042 e para o controle negativo E. coli HB101. Os testes foram feitos em
triplicatas e o resultado apresentado no grafico € a média de cada amostra.

No teste de sobrevida de larvas de T. molitor foi possivel observar que apés o
1° dia de infecgéo a taxa de sobrevida das larvas comegou a cair. No 5° dia a cepa
042 causou 100% de taxa de mortalidade das larvas (figura 4). As demais linhagens
testadas apresentaram diferentes resultados, causando uma taxa de mortalidade
maior nos animais infectados com as cepas ITUO15 e ITU040 (60%). O isolado
ITUO14 induziu a uma taxa de mortalidade larval alta com 90%, quando comparado
com os outros isolados. ITU032 causou mortalidade de 70% das larvas. Os grupos

infectados com uma solugdo salina e a cepa nao patogénica foram os que
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apresentaram uma mortalidade menor, sendo estes respectivamente o PBS (80%) e
HB101 (70%).
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Figura 4: Ensaio de sobrevida de larvas de Tenebrio molitor. O ensaio de
sobrevivéncia foi realizado sobre um modelo in vivo em larvas T. molitor (n=
10/grupo). Inicialmente foi preparado inoculo bacterianos na O.D de 0,1 lida no leitor
de ELISA a 550 nm. Foram injetadas 10 uL desta suspensao microbiana, na
ultima falsa pata das larvas de T. molitor, e as larvas acompanhadas ao longo de
1° dias. Para o controle positivo foi utilizado uma amostra de E. coli EAEC 042 e
para o controle negativo E. coli HB101.
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho foram analisadas amostras de UPEC isoladas de casos de
ITU em hospitais de Sao Luis - MA. Apds avaliagao do perfil de susceptibilidade, foi
realizada a PCR para a detecgao do gene pic, sendo, portanto, o primeiro estudo na
regido Nordeste do Brasil a pesquisar este gene em amostras de ITU. As amostras
que continham o gene corresponderam a 9,23% dentre as analisadas. Resultado
estatisticamente igual o estudo realizado na india por Modgil et al. (2020) que
analisou 163 isolados de E. coli de casos de infecgao do trato urinario e observou a
presencga de pic em 9,2% das amostras de UPEC.

Os dados que relatam a origem das amostras comprovam o que a literatura
ja relata, que as ITUs sdo mais frequentes em pacientes do sexo feminino e idosos
com mais de 60 anos de idade do que em jovens novos (MASSON et al., 2020;
SROUGI, 2005).

Ao analisar o perfil de sensibilidades das amostras de UPEC deste estudo,
foi possivel observar que os isolados apresentaram uma baixa resisténcia aos
antimicrobianos testados. Basicamente, uma resisténcia a antibioticos da classe dos
beta-lactdmicos, a exemplo das ampicilinas. Por outro lado, De Souza et al. (2019)
ao avaliarem isolados de UPEC de ambito hospitalar e comunitario, mostraram que
os isolados de origem hospitalar apresentaram um indice de MAR de 55%.

A resisténcia bacteriana aos antibidticos B-lactdmicos aumentou
significativamente nos ultimos anos, Graravi et al. (2021) ja demonstraram que
amostras de UPEC tendem a ser amplamente resistente as penicilinas, sendo que
os autores encontraram 80,9% de amostras resistentes a ampicilina e seus
derivados. Esta resisténcia pode estar correlacionada ao fato de que bactérias da
familia Enterobacteriaceae produzem enzimas denominadas de B-lactamase de
espectro estendido (ESBL), responsavel por hidrolisar o anel beta-lactamico
presente no farmaco, fazendo que ocorra assim a perda da capacidade de inibigao
da parede celular bacteriana (OLIVEIRA; LACERDA, 2017; SOARES; CARNEIRO,
2020).

Os antimicrobianos sao as classes medicamentosa utilizadas em quadros de
ITUS, porém a demora do diagnostico leva ao uso empirico do tratamento, levando

assim a selegcdo de cepas cada vez mais resistentes em infecgbes urinarias
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relacionadas a UTls, sendo necessario o conhecimento prévio de qual patdgeno
estamos lidando na doencga para nao ocorrer o risco de levar o paciente a ébito e
assim surgir bactérias resistentes a todas as classes de antimicrobianos (CUNHA et
al, 2016; VENTOLA., 2015).

Neste trabalho também foi avaliado a capacidade dos isolados formarem
biofiime. Essa capacidade normalmente esta associada a presenca de fatores de
viruléncia, entretanto existem bactérias que n&o possuem nenhum gene
caracteristico para formacao de biofiime, mas mesmo assim formam um biofiime
considerado fraco (POMPILIO et al., 2018; EBERLY et al., 2017).

Nossos dados demostram que a habilidade das cepas de E. coli em formar
biofilme é altamente variavel, ndo havendo uma tendéncia especifica em relacéo a
patogenicidade. Diedrich (2017) relatou que a capacidade de amostras de UPEC
produzirem biofilme n&o depende dos seus grupos filogenéticos, nao encontrando,
assim, uma relagao direta da formagao de biofilme com a origem da amostra ou a
patogenicidade do isolado bacteriano, levando a conclusdo que amostras mais
patogénicas ndo sao necessariamente produtoras de biofilme. Diversos fatores ja
apontaram que a capacidade de uma bactéria produzir biofiime podem variar
bastante, podendo estar relacionada a mudancas de temperatura, pH, e outros
nutrientes presentes no meio em que ocorra O crescimento bacteriano
(RODRIGUES et al.,, 2010; OOSTERIK et al., 2014; MILANOV et al., 2015;
FLEMMING et al., 2016).

Modgil et al. (2020) analisaram 130 amostras de UPEC isoladas de um
quadro de infecgdo, das quais 94 (72,3%) produziram algum tipo de biofilme, sendo
21,2% sendo considerado um biofilme do tipo fraco.

Mesmo o estudo do biofilme, ndo sendo ligado diretamente com o grau de
patogenicidade de UPEC, ele ainda constitui um fator de risco, principalmente se
levarmos em conta que este patégeno tem grande participagédo em infecgbes de
ambito hospitalar, relatando casos que bactérias encontradas neste ambiente
possuem uma maior resisténcia aos antibiéticos, levando a dificuldade no tratamento
de infecg¢des urinarias e um tempo mais prolongado que pode levar a uma infecgao
secundaria pelo ambiente (HANNA et al.,, 2003; COSTERTON 1999; DONLAN;
COSTERTON, 2002; DUNNE, 2002).
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O método de microplaca utilizada neste estudo tem a vantagem de se poder
investigar um numero maior de amostras que outros métodos, além de ser uma
metodologia considerada barata e eficaz, utilizada por outros grupos de pesquisa
quando se deseja investigar a produgdo de biofiimes de diversos patdgenos ao
mesmo tempo, sendo possivel realizar o teste em ftriplicata com uma sé placa
(STEPANOVIC et al., 2007; COENYE; NELIS, 2010).

Por fim, o grau de viruléncia dos isolados foi avaliado em modelo in vivo
utilizando de larvas de T. molitor. Modelos de infecgdo usando insetos tém se
tornado bastante populares, por serem mais rapidos e econémicos que os modelos
murino e por apresentarem resultados mais relevantes que os ensaios baseados em
células (SILVA et al., 2017). Nos ensaios utilizando animais invertebrados é possivel
avaliar o percentual de sobrevida larval frente a uma bactéria patogénica, quanto a
toxicidade e atividade antiviruléncia de varios compostos de origem natural. Colasso
et al. (2019), por exemplo, mostraram que o produto derivado do leite de Euphorbia
tirucalli (LET) diminui a produgéo de estafiloxantina um carotenoide da membrana de
S. aureus que confere protegao contra espécies reativas de oxigénio, impedindo que
esta bactéria causasse morte em 100% dos grupos de T. molitor. Pereira et al.
(2021) também mostraram a acdo do cinamaldeido no aumento da sobrevida de

larvas infectadas com E. coli patogénica 042.

Neste trabalho foi possivel mostrar que as larvas que foram inoculadas com
as amostras que continham o gene pic foram mais letais que os controles negativos
PBS e HB101, a morte total dos grupos ndo aconteceu provavelmente devido ao fato
de os insetos possuirem um sistema imune bem desenvolvidos, consistindo de
peptideos antimicrobianos (AMPS) que atacam patdégenos invasores e garantem
uma maior capacidade de sobrevivéncia frente a diversos patégenos (JIANG, 2006;
WANG et al., 2019).

Edosa et al. (2020) infectaram larvas de T. molitor com uma E. coli K-12
obtendo uma sobrevida de 68,5% das larvas ao total dos 10 dias de seu
experimento, ressaltando que as cepas K-12 sdo desprovidas dos genes de
viruléncia conhecidas de E. coli, sendo considerada uma cepa segura e nao
patogénica (MU'HLDORFER; HACKER 1994). Entretanto quando essa mesma cepa
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é infectada em larvas imunocomprometidas a taxa de sobrevida cai drasticamente,
obtendo uma taxa de apenas 30% de sobrevivéncia larval (KESHAVARZ et al.,
2020).
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7 CONSIDERAGOES FINAIS

A presenca do gene pic nas amostras de UPEC indica que as bactérias
possivelmente continuam repassando seus genes de viruléncia através de
transferéncia horizontal entre elas, haja vista que pic € amplamente encontrada em
cepas de EAEC e pouco relacionada a infecgbes urinarias, podendo a expressao
deste estar ou ndo relacionada a quadros mais graves de uma infec¢ao urinaria.

A identificacdo dos fatores de viruléncia presentes em UPEC facilitam o
conhecimento dos métodos de aderéncia locomog¢ado e invasao da bactéria,
permitindo usa-las na investigacdo de seus tratamentos. Todas as cepas deste
estudo apresentaram resisténcia aos antimicrobianos beta-lactamicos sendo essa
resisténcia algo que acontece naturalmente entre membros da familia
Enterobacteriacae. Entretanto, o uso excessivo e incorreto de antimicrobianos pela
populagdo cria cada vez mais bactérias resistentes ao tratamento pré-existente
como podemos ver no caso de ITUO15 e ITUO40 que apresentaram resisténcia
também aos antimicrobianos da classe dos nitrofuranos e sulfonamidas
respectivamente.

A disseminagdo de E. coli resistente € um grande desafio para os
microbiologistas, especialmente nos paises em desenvolvimento, pois nestes
paises a falta de higiene e acesso precario aos cuidados de saude e baixo
investimento financeiro nos sistemas de saude favorecem a taxa de mortalidade.

Neste estudo foi observado que os isolados ITU032 e ITU040 produziram um
biofiime considerado fraco se comparamos com o controle positivo EAEC 042,
indicando que elas podem ser menos patogénicas que as amostras ITU014 e
ITUO15 que produziram uma quantidade maior de biofilme quando comparado com
o controle, EAEC 042.

O teste de sobrevida de larvas de T. molitor indicou que a capacidade do
patégeno produzir biofilme ndo foi um fator determinante na taxa de letalidade das
larvas, uma vez que o isolado ITUO14 foi 0 que causou uma maior de morte das
larvas, com taxa de sobrevida de apenas 10%, enquanto que o isolado ITUO015 que

apresentou uma quantidade maior de biofilme causou 6bito de 60% das larvas.
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CONCLUSAO

e Este € o primeiro trabalho da regido Norte-Nordeste do Brasil a detectar o

gene pic em amostras UPEC;

e Todas as amostras apresentaram resisténcia a pelo menos uma classe de
antimicrobiano, inclusive com um dos isolados, ITUO14, apresentando

resisténcia ao meropenem,;

e A capacidade de formacao de producgao de biofilme variou entre as amostras
estudadas. Contudo, nao foi possivel observar uma relagdo com a letalidade
das larvas de Tenebrio molitor, mesmo entre os isolados com elevada

producao de biofilme;

e Todos os isolados causaram elevada letalidade para as larvas de T. molitor.
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