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ATIVIDADES CITOTOXICA E HEMOLITICA EM ESCHERICHIA
COL! UROPATOGENICAS

JOAO RAMOS COSTA ANDRADE & ITALO SUASSUNA
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Citotoxic and hemolutic activities of uropathogenic Escherichia coli — Fifty nine Escherichia
coli strains obtained from patients with upper or lower unnary tract infections (UTI) and 30
E. coli strains isolated from stools of healthy individuals were tested for hemoly tic and cytotoxic
activities. Forty four percent of uropathogenic E. coli (UPEC) and 3.3% of fecal E. coli were
hemolytic. Among the hemolytic UPEC, 92% produced w-hemolysin. A cytotoxic activity was
detected in culture filtrates of 71% of UPEC strains and 30% of fecal E. coli. No relationship was
found between cytotoxic and hemolytic activities or between cytoroxic titers and UPEC origin
(upper or lower UTI). E. coli cytotoxin has a cytocidal activity against some epithelioid cultured
cell lines (Vero, HelLa and Hep-2) but was almost inactive for avian-fibroblast cells. Cytotoxin-
affected cells appeared rounded, refractile and detached from the surface of the vessel. Some
characteristics exhibited by the cytotoxin as the morphological response induced on cells, the
increasing of cytopathic effect with time, its irreversible cytocidal activity and its heatlability
resemble the properties described for E. coli Verotoxin (VT). Adherence to uroepithelial cells is
recognized as a virulence factor for UPEC. It is suggested that cell damage by cytotfoxic and
adhering UPEC might contribute to E. coli virulence to urinary tract.
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As infeccBes urindrias (I.U.) sdo das mais co-
muns dentre as infec¢des bacterianas que aco-
metem os seres humanos. Das meninas em ida-
de escolar, 5 2 6% sofrem ao menos um episo-
dio de LU. entre os 5 e os 18 anos (Kunin,
1979; Rubin et al., 1986) enquanto 10 a 15%
das mulheres com 60 anos apresentam bacte-
ritiria (Rubin et al., 1986).

A Escherichia coli associa-se a cerca de 90%
das 1.U. que ocorrem na comunidade e a 50%
daquelas adquiridas no hospital (Kunin, 1979;
Rubin et al., 1986). Admite-se que certas estir-
pes de £. coli seriam dotadas de propriedades
que as tornariam aptas a colonizar e agredir o
trato urindario humano, sendo por isto denomi-
nadas E. coli uropatogénicas (ECUP) (Rubin
et al., 1986; Karmali, 1987).

Dentre estas propriedades, tém sido valori-
zadas tanto a aderéncia ao uroepitélio (Svan-
borg-Edén et al., 1982) guanto a sintese de
hemolisinas, em particular da hemolisina soli-
vel ou a-hemolisina (Linggood & Ingram, 1980;
van den Bosch et al., 1981; Waalwijk et al,,
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1983 Cavalieri et al., 1984; Welch & Falkow,
1984}, cuja producdo € estimulada em meios
liquidos suplementados com infuso de carne.
Outra hemolisina, denominada S-hemolisina,
associa-se a célula bacteriana propriamente dita,
ndo sendo liberada nos meios de cultivo.

E discutide o papel patogénico da a-hemoli-
sina. Alguns admitem que facilitaria a obtencio
de Fet™™ pelas bactérias as custas da lise de he-
madcias do hospedeiro (Linggood & Ingram,
1980; Wallwik et al., 1983), enquanto outros
referem ac¢do antifagocitdria (Gadberg et al,,
1983; Cavalieri et al., 1984) ou a¢do citotéxica
para fibroblastos de cultivo primdrio (Chatuver-
di et al., 1969), linhagens estabelecidas de fibro-
blastos {Cavalieri et al., 1984) e granulécitos e
linfoeitos humanos e de animais (Gadberg et al.,
1983; Cavalieri et al., 1984 ; Gadberg & Orskov,
1984).

Em estudos preliminares detectamos uma
dissociacdo entre atividade citotéxica e produ-
¢80 de hemolisinas em E. coli (Andrade, J. R.
C. & Carneiro da Silva, A. Q., 1983, dados ndo
publicados). Na presente investigagdo estuda-
mos algumas caracteristicas das hemolisinas ¢
citotoxinas produzidas por ECUP e por E. coli
de origem fecal.
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MATERIAL E METODOS

Microorganismos — Estudamos 59 E. coli
isoladas de urinoculturas (> 10°UFC/ml) de
pacientes atendidos no Hospital Universitario
Pedro Ernesto (UERJ), cada amostra sendo
obtida de um paciente diverso. As amostras fo-
ram identificadas por testes biogquimicos con-
vencionais e congeladas a —25°C, em caldo GC
(Difco) com glicerol a 20% (v/v). Também estu-
damos 30 £ coli provenientes das fezes de igual
numero de individuos sem histOria atual ou pre-
gressa de 1.U. e sem evidéncias de disturbio in-
testinal na oportunidade do estudo.

Origem das amostras — Os diagnosticos de
pielonifrite e cistite aguda toram feitos com ba-
se em critérios clinicos e laboratoriais. Sinais e
sintomas como dor lombar, febre acima de
38YC, calafrios, punho-percussdo lombar dolo-
rosa, ndusea e vomifos ou testes laboratoriais
indicando envolvimento renal (redu¢do da fil-
tracdo renal, alteracBes radioldgicas renais, ci-
lindros granulosos no sedimento urindrio, leuco-
citose ¢ elevacdo das taxas de hemossedimenta-
¢do) indicavam pielonefrite. Nas I.U. baixas,
consideramos a ocorréncia de freqiiéncia urind-
ria, disuria e dor suprapubica.

Cultivos celulares — Utilizamos as linhagens
Vero (CCL 81) e em alguns testes, HeLa (CCL
2), Hep-2 (CCL 23) e cultivos primdrios de fi-
broblastos de embrido de galinha (FP), prepara-
dos de acordo com procedimentos padroniza-
dos (Departamento de Virologia da UFRIJ,
1984). Utilizamos o meio minimo essencial de
Eagle (Eagle-MEM, GIBCO) com 10% de soro
de vitelo inativado (Instituto Adolfo Lutz) e
antibioticos (gentamicina, 50ug/ml; anfoterici-
na B, 2,5 ug/ml). As células foram cultivadas a
370C em tubos de vidro incubados em posi¢do
inclinada, para obtermos tapetes recobrindo
uma das paredes. Estes eram utilizados logo que
atingiam a confluéncia.

Pesquisa de hemdlise em meio solido — Utili-
zamos O agar nutriente-calcio { ANC) (Bamiorth
& Dudgeon, 1952}, com 0,01% (p/v) de carbo-
nato de cdlcio (Mast) e 2,5% (v/v} de concentra-
do de hemadcias humanas (grupo AB), lavadas
trés vezes em salina isotonica esterilizada (NaCl
0,85% p/v) para retirada de anticorpos antihe-
moliticos (Smith, 1963). As amostras foram se-
meadas em ANC e apos 24h a 379C observamos
a ocorréncia de hemolise. Amostras negativas
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eram reincubadas por 24h sendo testadas pelo
menos duas vezes.

Hemolisina soluvel (a-hemolisina) — Empre-
gamos o caldo infuso alcalino-cdlcio (CIAC)
(Smith, 1963). As amostras foram semeadas ¢
incubadas por 6h a 37°C, sem agita¢do, Apds
centrifugacdo (10.000 xg) a 49C, os sobrena-
dantes limpidos eram recolhidos filtrados em
membranas Millipore (0,45um) e testados quan-
to a esterilidade e a presen¢a de a-hemolisina.

Caracterizacdo das hemolisinas — Adotamos
os procedimentos descritos por Smith (1963),
empregando hemdctas humanas ajustadas a
0,5% (v/v) em salina-cdlcio (NaCl 0,85%,
CaCl, 0,3%; p/v). Os filtrados esterilizados,
aquecidos (56°C, 60 min) ou ndo aquecidos
eram diluidos (razdo dois) em salina isotdnica,
acrescentando-se volume idéntico da suspensio
de hemadcias em salina-cdlcio. Apds incubagdo
por 2h a 37°C consideramos como titulo de
a-hemolisina a reciproca da maior diluicdo do
filtrado que causava hemdlise total. O aqueci-
mento determina a completa inativagdo da a-he-

molisina e a negativagdo do teste (Smith, 1963;
Cavalieri, et al., 1984).

Para identificarmos amostras produtoras de
B-hemolisina (ou de ambas as hemolisinas) utili-
zamos o teste de imunoneutralizacdo da a-he-
molisina, em meio solido, com anti-soro especi-

fico (Smith, 1963).

Producdo de citotoxinas — Utilizamos
“Trypticase Soy Broth” (TSB; BBL) distribui-
do em camada fina (2 mm) em garrafas tipo
“milk-dilution” (Corning). Apds 24h a 379C
os cultivos eram centrifugados e filtrados como
descrito anteriormente. Em alguns ensaios em-
pregamos filtrados das £. coli H30 (produtora
de Verotoxina-VT) e E. coli H10407 (produto-
ra de enterotoxina termoldbil-LT). Estas amos-
tras nos foram cedidas respectivamente por J.
Konowalchuck {(Bureau of Microbial Hazards,
Ottawa) e A. F. Pestana de Castro (UNICAMP,
Sdo Paulo).

Teste de citotoxicidade — Os filtrados foram
diluidos (1:4, 1:6 e 1:8) em salina tampdo fosta-
to segundo Dulbecco, pH 7,2 (STF-D) e volu-
mes de cada dilui¢do (2 ml) foram colocados so-
bre tapetes celulares. Apos 20 h a 379C, os ta-
petes eram observados em microscopio inverti-
do, sendo considerado como titulo citotdoxico a
reciproca da maior dilui¢do do filtrado que cau-
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sava alteracBes morfologicas em = 50% das cé-
lulas observadas. Como controles, utilizamos fil-
trados de ECUP previamente caracterizadas
como positiva (UTI 4) e negativa (UTI 1) para
citotoxina.

RESULTADOS

Atividade hemolitica em ECUP — ECUP ¢
E. coli fecais apresentam frequiéncias de hemo-
lise de respectivamente 44% e 3,3%. Ndo ocor-
reram diferengas significativas na atividade he-
molitica ¢ntrec ECUP origindrias de infec¢des
altas ou baixas (Tabela I). A «-hemolisina é a
principal hemolisina de ECUP e seus titulos
ndo se correlacionam com o sitio de origem
da infec¢ao.

Atividade citotoxica em ECUP — Verifica-
mos que o meio empregado para a produgdo
de a-hemolisina (CIAC) causava a degeneracdo
inespecifica dos tapetes celulares. Contudo, o
emprego do TSB foi satisfatorio, permitindo
vigoroso crescimento bacteriano e ndo indu-
zindo degeneracdo celular. Resultados prelimi-
nares recomendaram a utilizacdo de um unico
lote de meio (n© 104) para todos os ensaios.
Cultivos estaciondrios de 6h ou 24h nfo mostra-
ram diferengas quanto aos titulos de citotoxina.

Ensaios preliminares com 30 £. coli, testadas
com células Vero ¢ FP mostraram que apenas
25% das amostras citotoxicas para células Vero
mostravam efeitos em FP, sugerindo a inade-
quacio destas ultimas células para a detecgdo da
citotoxina {(dados ndo tabulados).
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Na Tabela II, verificamos que as ECUP apre-
sentam frequiéncia de atividade citotéxica signi-
ficativamente maior (p < 0,01) do que £. coli
de origem fecal. N3o detectamos correlacdo sig-
nificativa entre origem da ECUP e producéo ou
titulo de citotoxina.

Na Tabela I1I, mostramos nao haver rela¢do
entre atividade citotéxica e producio de hemo-
lisinas. Cerca de 52% de 42 ECUP citotédxicas
ndo causam hemolise a0 passo que 66% de 33
ECUP néo hemoliticas produzem citotoxina.

Propriedades da citotoxina de ECUP — A ex-
posicdo de células Vero a filtrados citotoxicos
determina marcantes altera¢Ses na morfologia
celular, com aumento da sua refringéncia, retra-
¢dc do citoplasma e afilamento da célula, que
passa a apresentar aspecto estrelado. Postenor-
mente, ocorre arredondamento celular e des-
prendimento das paredes do tubo. As mesmas
alterac®es foram verificadas, com menor inten-
sidade, para as hinhagens Hel.a e Hep-2. Na Fi-
gura mostramos células Vero tratadas por cito-
toxina e coradas pelo Giemsa, verificando-se hi-
percromasia citoplasmdtica, condensagdo nu-
clear e intensa vacuolizacdo.

O emprego de Eagle MEM com 1% de soro,
em lugar de STF-D, permitiu estender por até
cinco dias o prazo de observacdo dos tapetes ce-
lulares, evidenciando uma elevacdo progressiva
nos titulos citotéxicos até 72h de incubagdo. A
partir dai e até o quinto dia os titulos ndoc mais
se alteram.

TABELAI

Producdo de hemolisinas por ECUP e por amostras de Escherichia coli de origem fecal

E. coli Produc¢io de hemolisinas®
. O-hemolisina «, Fhemolisinas {Fhemolisina ndo hemolrticas
Origem Ne (%) NS (% N9 (% N® (%  N°O (%)

altas 23 (100,0) 11 (47,8) 1 4.,3) 0 11 (47.,8)
Infec¢bes baixas 36 (100,0) 11 (30.5) 1 (2,7 2 (3,3) 22 (61,1)
urindrias

Totais 59 (100,0) 22 (37,2) 2 (3,3) 2 (3,3} 33 (55,9
Fecal 30 (100,0) 0 0 1 (3,3) 29 (96.,6)

* Definidas pela hemdlise em meios solidos ¢ liquidos, termolabilidade e inibi¢do por antisoro especifico (ver

Material e Metodos).

Significancia ¢statistica (x%): diferencas ndo significativas entre os grupos de infecgdes urindrias.
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TABELA II
Atividade citotoxica para células Vero em ECUP e em amostras de Escherichia coli de origem fecal
E coli Atividade Citotoxica
. Presente Ausente
o
Origem N (%) NO (%) NO (%)
altas 23 (100,0) 18 (78,2) 5 (21.7)
Infecgdes baixas 36 (100,0) 24 (66,6) 14 (33,3)
urinarias
Totais 59 (100,0) 42 (71,1) 17 (28.8)
Fecal 30 {100,0) 9 (30) 21 (70)

Significincia estatistica ()(2 ): diferen¢as entre amostras urinddas e fecais significativas

demais diferencas, ndo significativas.

aoc nivel de P < 0,01;

TABELA II1

Produ¢ido de citotoxina e hernolisinas em ECUP

ECUP Producio de hemolisinas
Atividade
citotdxica o %) o-hemolisina &, Fhemolisinas Fhemolisina nio hemoliticas
' 7 N© (%) NO (%) N© (%) NO (%)
Positiva 42  (100,0) 17 (40.4) 2 (4,7) 1 (2,3) 22 (52,3)
Negativa 17  (100,0) 5 (294) 0 1 (5.8) 11 (64,7)
Totais 39 (100,00 22 (37,2) 2 (3,3) 2 (3,3) 33 (55,9)

Significancia estatistica (x°): diferencas nao significativas.

Verificamos que a atividade citotoxica ¢
acentuadamente inibida pelo uso de meio com
10% de soro. Com base nesta propriedade, pro-
curamos avaliar se as lesGes celulares induzidas
pela citotoxina de ECUP eram reversiveis, utili-
zando como controles as toxinas VT (citocida)
e LT (citotdonica). Constatamos que a citotoxi-
na tem aclo citocida, causando danos celulares
irreversiveis que procedem o surgimento das
alteracGes morfoldgicas. Tapetes tratados com
citotoxina por até 15 min ndo apresentam alte-
racOcs celulares.

A termolabilidade da citotoxina foi testada
pela exposicdo de filtrados de seis ECUP ¢ da
E. coli H30 as temperaturas de 569C (60 min),
65°C (30 min) ¢ 100°C (15 min). Verificamos
inativagdo total da citotoxina e da VT nos fil-

trados aquecidos a 100°C e inativacdo parcial
a 65°C (50% — 80%) ¢ a 56°C (25% — 50%).

O efeito da endotoxina sobre celulas Vero
fol testada com varias concentracgdes (2, 10, 20,
40 ¢ 100 u g/ml) de LPS purificado de £, coli
026:B6 (Difco). Ndao ocorreram alteragdes mor-

fologicas semelhantes as verificadas com filtra-
dos de ECUP citotoxicas.

DISCUSSAOQO

As freqiiéncias de atividade hemolitica en-
contradas aproximam-se daguelas relatadas por
outros autores, que variam de 30% a 56% para
ECUP (Dudgeon et al., 1921 ; McGeachie, 1966;
Cooke, 1968; Minshew et al., 1978; Brooks et
al., 1980) e de 5% a 18% para E. coli fecais
(Dudgeon et al., 1921; Cooke & Ewins, 1975;
Minshew et al., 1978; Brooks et al., 1980).
Brooks et al. (1980) referem-se a uma maior
producdo de o-hemolisina por ECUP origindrias
de infec¢des altas. Na presente investigacdo, ndo
encontramos associacdo entre intensidade de
produc¢io da a-hemolisina e sitio de infec¢do.
Por outro lado, quanto aos tipos de hemolisina
produzidos por ECUP nossos achados aproxi-
mam-se dos obtidos por Cooke & Ewins (1975),
que relatam a ocorréncia de a-hemolisina, $-he-
molisina e ambas as hemolisinas em respectiva-
mente 44%, 4% ¢ 8% de 50 ECUP testadas.
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Micrografias de monocamadas de células Vero incubadas por 12h com o filtrado de cultivos em TSB de ECUP
ndo citotoxica (A) e ECUP citotdoxica (B, C). Notase retracdo do citoplasma e picnose nas células mostradas
em B. Arredondamento celular, condensacdo e latcralizagdo do nucleo, intensa vacuolizagio e projecOes da
membrana citoplasmadtica (setas) sdo vistos em C. Coloracdo pelo Giemsa. A, B = 200X;C = 500X.
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Dentre as propriedades atribuidas a a-hemo-
lisina, tem sido referida a ac¢do citotoxica para
fibroblastos e leucdcitos (Chatuverdi et al.,
1969; Gadberg et al., 1983; Cavalieri et al.,
1984; Gadberg & Orskov, 1984). Filtrados de
cultivos de ECUP, testados em célula Vero, li-
nhagem epiteldide origindria de rim de macaco,
mostram atividade citotdxica claramente disso-
ciada da a-hemolisina. A citotoxina freqliente-
mente ocorre em amostras ndo hemoliticas e
apresenta caracteristicas de produg¢fo, degrada-
¢do e atividade bioldgica distintas da a-hemoli-
sina. A citotoxina, diversamente desta, ndo é
inativada pelo cultivo em agita¢do continua por
20-24h e ndo demonstrou especial afinidade pa-
ra FP, embora atue eficientemente sobre células
Vero e outras linhagens epitelidides testadas,
como HeLa e Hep-2 (dados nio tabulados).

Algumas das propriedades da citotoxina,
como sua termolabilidade e inibicdo por soro
de vitelo, as alteracdes morfoldgicas induzidas
nas células e sua atividade citocida irreversivel,
lembram aquelas atribuidas as Verotoxinas de
E. coli (Konowalchuck, et al., 1977, 1978;
Konowalchuck & Speirs, 1979; Karmali, 1987).

Em recente trabalho de revisdo O’Brien &
Holmes {1987) salientam existirem evidencias a
favor da ocorréncia de distintos tipos antigéni-
cos de VT (por eles denominada de *““Shiga-like
toxin” ou SLT), produzidas por E. coli de dife-
rentes origens. Quanto ao papel patogénico das
VT, ressaltam que a despeito da inexisténcia de
comprovagdo direta, associam-se com diarréia,
colite hemorragica e sindrome urémica hemor-
ragica, sem ligacdo aparente com 1.U.

Nio podemos afastar a possibilidade de se-
rem fortuitas as semelhancas identificadas entre
a citotoxina de ECUP e VT, apenas expressando
similaridade nos seus mecanismos determinan-
tes de lesdo celular.

Admite-se que a uropatogenicidade das £,
coli tenha natureza multifatorial {(Brooks et al.,
1980; Svanborg-Edén et al., 1982; Rubin et al.,
1986). Dentre tais determinantes da viruléncia,
tem sido atribuida a aderéncia bacteriana papel
relevante na colonizacdo das mucosas do trato
urindrio humano por ECUP (Svanborg-Edén et
al., 1982: Rubin et al., 1986). Através de mi-
croscopia eletronica, Roberts et al. (1985) de-
monstraram que ECUP piliadas formam micro-
colonias firmemente aderidas aos epitélios do
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rim e ureter de macacos, modelo experimental
bastante préximo a infec¢do urinaria humana.

Em investigacio anterior Andrade (1987)
verificou que a maioria das ECUP estudadas
expressam pili manose-resistente, pili tipo 1 ou
ambas as adesinas (respectivamente 10%, 13,5%
e 59,3%). No presente trabalho, constatamos
que 71% destas ECUP produzem citotoxina
capaz de matar certas linhagens celulares epite-
lidides de origem humana e de macacos. E pos-
sivel que a sua produgio in vivo determine aco
lesiva para os epitélios do trato urindrio, espe-
clalmente quando secretada por microorganis-
mos aderidos a superficie das mucosas.

RESUMO

Atividades citotoxica e hemolitica em Esche-
richia coli uropatogénica — Estudamos 59 Efs-
cherichia coli uropatogénicas (ECUP) obtidas
de pacientes com infec¢fo urnaria e 30 £, coli
origindrias das fezes de individuos normais. Ca-
da amostra originou-se de um paciente ou con-
trole. Verificamos que 44% ¢ 3,3% respectiva-
mente eram hemoliticas em meio solido segun-
do a origem. Apenas 15% das ECUP hemoliticas
produziram o-hemolisina, isoladamente ou em
associagdo com f-hemolisina. A «-hemolisina
correspondeu a 92% das amostras com atividade
hemolitica. Ndo encontramos correlagdo entre
titulos de a-hemolisina e o sitio de origem das
ECUP (infec¢do alta ou baixa). Em 71% das
ECUP e 30% das E. coli fecais detectamos a
producdo de citotoxina com ag¢do citocida para
linhagens celulares epitelidides como Vero, He-
La ¢ Hep-2 e pouco ativa para fibroblastos de
embrido de galinha. A produ¢ao desta citotoxi-
na nio apresenta correlacdo com a sintese de
hemolisinas. Nio verificamos associacdo entre
titulos citotéxicos e origem das ECUP. Certas
caracteristicas bioldgicas desta citotoxina como
a resposta morfoldgica que determina nas célu-
las, o aumento dos titulos citotoxicos com o
tempo, sua atividade citocida irreversivel e sua
termolabilidade sugerem analogia com a Vero-
toxina (VT) de E. coli. As células afetadas pela
citotoxina inicialmente mostram aspecto estre-
lado, tornam-se arredondadas e finalmente des-
prendem-se do seu suporte. E sugerido que a
producdo de citotoxina por E. coli aderidas as
mucosas do trato urindrio possa contribuir para
a agressdo ao uroepitélio.

Palavras-chave : Escherichia coli — infecgGes urinarias

— citotoxinas — hemolisinas — uropatogenicidade
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