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RESUMO

PENA, Jodo Matheus Sobral. Estudo da patogénese das infec¢des urinarias por
Streptococcus agalactiae em modelo murino de diabetes induzida. 2022. 59 f. Dissertagéo
(Mestrado em Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado
do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Streptococcus agalactiae, também denominado como Estreptococos do grupo B (EGB)
sdo bactérias Gram-positivas, esféricas que crescem aos pares ou em cadeias. O EGB tem
emergido como importante causa de infec¢do invasiva em adultos ndo gestantes, embora as
razbes para 0 aumento da incidéncia da doenca ndo sejam totalmente esclarecidas. As
condicBes médicas, incluindo as alteragdes na resposta imune sdo os principais fatores de risco
para infeccbes por EGB, particularmente a diabetes. A prevaléncia de diabetes entre 0s
pacientes com casos de doenca invasiva por EGB é nitidamente mais elevada (44,4%) do que
na populacdo nao diabética. As infec¢bes do trato urinario estdo entre as infec¢des bacterianas
mais comuns em humanos ocasionando um grande gasto para os sistemas de salde publicos e
privados. Sendo responsavel por 11 milhdes de consultas/ano nos Estados Unidos com custos
anuais de 6 bilhdes de ddlares. Diante do exposto, 0 presente estudo padronizou a inoculagéo
intraperitoneal e intranasal do EGB em modelo murino de diabetes induzida, analisando o
desenvolvimento da patogénese no trato urinario. A inducédo da diabetes foi realizada através da
administracdo intraperitoneal da droga estreptozotocina, apos trés dias e com a confirmacéo da
hiperglicemia, os animais foram infectados por via intranasal com a amostra GBS90356 e por
via intraperitoneal com as amostras GBS90356, COH1, GBS90356bspC (1x107 UFC/mL). Os
animais foram eutanasiados ap6s 5 semanas no modelo de infeccdo cronico e ap6s 5 dias no
modelo de infeccdo agudo para a retirada dos 6rgdos alvos (rim e bexiga), bem como urina e
sangue para contagem de coldnias viaveis (UFC/mL) para analise da disseminacdo, crescimento
e persisténcia bacteriana. No modelo crénico as contagens evidenciaram maior crescimento
bacteriano nos grupos diabéticos infectados (DI) em comparacdo ao grupo ndo diabéticos
infectados (NDI), da mesma forma esse modelo de infeccdo demonstrou contagem de UFC/mL
significativa na urina e sangue; em contraste, 0 modelo agudo, houve contagem bacteriana
somente no rim e na bexiga. Adicionalmente, a amostra bacteriana GBS90356 apresentou
amplificacdo para todos os genes de fatores de viruléncia testados, com exce¢do do Pl-2a. A
capacidade de formacdo de biofilme das amostras recuperadas dos animais infectados
apresentou alteracdo na presenca de ambiente hiperglicémico. Portanto, ambos os modelos de
infeccdo testados foram bem sucedidos, apresentando contagens bacterianas em diferentes
grupos de animais, demonstrando que os modelos séo replicaveis para infeccdo do trato urinario
por EGB em modelo murino de diabetes induzida.

Palavras-chave: Diabetes. Infeccdo urinaria. Streptococus agalactiae.



ABSTRACT

PENA , Jodo Matheus Sobral. Study of the patogenesis of urinary infections by Strptococcus
agalactiae in a murine model of induced diabetes. 2022. 59 f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias Médicas) — Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de
Janeiro, Rio de Janeiro, 2022.

Streptococcus agalactiae, also known as group B Streptococus (GBS), are Gram-
positive cocci that grows in pairs or in chains. GBS has emerged as an important cause of
invasive infection in non-pregnant adults, although the reasons for the increased incidence of
GBS disease are not fully understood. Medical conditions, including changes in the immune
response, are the major risk factors for the GBS infections, particularly diabetes. The prevalence
of diabetes among patients with invasive GBS disease is higher (44.4%) than the non-diabetic
population. Urinary tract infections are the most common bacterial infections in humans,
causing a great expense to public and private health systems. GBS is responsible for 11 million
consultations/year in the United States with annual costs of 6 billion dollars. Therefore, the
present study aimed to standardize intraperitoneal and intranasal infection of diabetic murine
model by GBS, analyzing the development of pathogenesis in the urinary tract. The diabetes
induction was performed through the intraperitoneal administration of streptozotocin drug, after
confirmation of hyperglycemia, the animals were infected intranasally by GBS90356 strain and
intraperitoneally with GBS90356, COH1, GBS90356bspC strains (1x10” UFC/mL). The
animals were euthanized in the chronic infection model (5 weeks) and after in the acute
infection model (5 days) for the removal of target organs (kidney and bladder), as well as urine
and blood to count viable colonies (CFU/mL) for dissemination analysis, growth and bacterial
persistence. In the chronic model, bacterial growth was higher in diabetic infected (DI) group
than in the non-diabetic infected (NDI) group. In the same way, this infection model showed a
significant CFU/mL count in fluids, urine and blood; in contrast, the acute model, presented
bacterial count only in the kidney and bladder. In addition, GBS90356 strain showed
amplification for all virulence factor genes tested, with exception for Pl-2a. The biofilm
formation of GBS strains recovered from diabetic animals changed in the presence of
hyperglycemic environmen. Therefore, both infection models tested were successful,
presenting bacterial counts in different animal groups, demonstrating that the models are
replicable for urinary tract infection due to GBS in a murine model of induced diabetes.

Keywords: Diabetes. Urinary infection. Streptococcus agalactiae
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INTRODUCAO
Estreptococcus do grupo B

O Streptococcus agalactiae, também denominado Estreptococos do grupo B (EGB), é
um microrganismo pertencente a familia Streptococcaceae, Gram positivo, encapsulado, -
hemolitico, anaerdbio facultativo, catalase e oxidase negativo, hipurato e CAMP positivo, que
geralmente cresce em forma de cadeias cocoides (Nizet, 2002). A maioria dos estreptococos
patogénicos possui antigenos carboidratos especificos que permite a classificacdo em grupos
soroldgicos. Estes antigenos podem ser extraidos das células bacterianas e a sua presenca pode
ser demonstrada através da reacdo com anticorpos especificos conjugados a particulas de latex
e, consequente aglutinacdo na presenca de antigenos homologos (Lancefield, 1934). Além
disso, 0 EGB ¢ classificado em dez tipos capsulares (la, Ib, 11-IX), de acordo com o arranjo
especifico de unidades repetidas de polissacarideos presentes na capsula (polimeros de glicose,
galactose, ramnose, N-acetilglicosamina e &cido sialico) (Slotved et al., 2007).

No Brasil, estudos demonstraram que 0s casos mais frequentes de infeccdo por EGB
foram causados pelos tipos capsulares la, Ib, 11, Il e V, relacionados com infeccdes em recém-
natos ou adultos imunocomprometidos. De acordo com as regides geogréaficas brasileiras, o tipo
capsular la foi prevalente na regido Centro-Oeste; tipos la e 11 na regido Sul; tipo 1b nas regides
Norte e Nordeste e os tipos I, 111 e V na regido Sudeste (Fiolo et al., 2012; Pereira et al., 2013;
Soares et al., 2013; Dutra et al., 2014). Com relacdo as infeccBes urinarias pelo EGB ndo ha
dados brasileiros. Contudo, estudos demonstraram que os tipos V, la e Ill foram os mais
prevalentes no Alabama, EUA (Ulett et al., 2009). Na Italia e em Portugal, os tipos la, I, Il e
V foram predominantes, enquanto os tipos IV e VI foram raramente isolados de infec¢Oes
nessas localidades (Gherardi et al.; 2017; Martins et al.; 2017). Desde a ultima década,
observou-se uma distribuicdo mais balanceada entre os tipos la, Il e V, que tem sua
predominancia alternada tanto em episddios de acometimento precoce e tardio quanto em casos
clinicos em gestantes e individuos ndo-gravidos (Martins et al.; 2017).

O EGB é um microrganismo comensal e oportunista que compdem a microbiota normal
dos tratos respiratorio, gastrointestinal, bucal e urogenital humano, podendo ser transmitido
sexualmente (Borger, 2005), alem de colonizar outros animais como 0s bovinos e peixes,
ocasionando mastite e meningoencefalite, respectivamente (Miranda et al.,, 2018). A
capacidade do EGB em colonizar, multiplicar e colonizar diferentes ambientes e hospedeiros
depende da expressdo de genes relacionados a viruléncia (Nakib et al., 2011; Campo et al.,
2019).
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Estrutura e viruléncia bacteriana

O EGB ¢é um microorganismo que possui a capacidade de codificar uma grande
diversidade de fatores de viruléncia que sdo fundamentais para sua patogenicidade em relagdo
ao seu hospedeiro. Dentre esses fatores de viruléncia, as toxinas formadoras de poros e o
polissacarideo capsular tém sido alvo de estudos em todo o mundo (Cieslewicz et al., 2015).
Sendo assim, a patogenicidade do EGB € um processo multifatorial que inclui a capacidade da
bactéria em aderir, colonizar, invadir células epiteliais e endoteliais, realizar a multiplicacéo e
evadir as defesas do sistema imune do hospedeiro (Nizet et al., 2002).

A instalacdo bem sucedida da infeccdo exige que os agentes patogénicos expressem, de
forma adequada, seus produtos gendmicos em resposta ao ambiente do hospedeiro durante a
infecgdo. Os principais fatores de viruléncia relacionados ao EGB sdo: a cépsula
polissacaridica, a hemolisina-citolisina, a C5a peptidase, as proteinas de ligacdo a matriz
extracelular, as adesinas imunogénicas, o fator CAMP, a proteina C, hialuronidase, acido
lipoteicoico, pili, entre outros ainda em estudo (Liu e Nizet, 2004, Doran e Nizet., 2014,
Rajagopal., 2009).

Assim como outros microrganismos, os isolados clinicos de EGB sdo recobertos por
uma capsula polisacaridica (CP, antigeno tipo-especifico), um dos principais fatores de
viruléncia apresentados pelo EGB (Cielslewicz et al.; 2005). A CP tem sido utilizada na
identificacdo do tipo capsular em amostras de EGB, sendo constituida de polimeros de alto peso
molecular de unidades repetidas de glicose, galactose e N-acetilglicosamina e acido sialico
(Koogan et al.; 1996). O acido sialico presente na CP pertence a uma familia de agUcares
comumente presente na superficie das células de vertebrados, dessa forma, o EGB consegue
cobrir a sua superficie com um epitopo comum ao hospedeiro, caracterizando um processo de
mimetismo molecular importante para viabilizar a sua sobrevivéncia no organismo do
hospedeiro infectado. Dessa forma, a CP pode ser classificada como o principal fator de
viruléncia do EGB, capaz de promover aderéncia do microrganismo as superficies epiteliais e
inibir a fagocitose por macrofagos e neutrofilos. A maioria das amostras isoladas de EGB
expressa a CP que confere protecdo ao patdgeno, inibindo a via alternativa do complemento e
impedindo a fagocitose devido a presenga do acido sialico em sua composic¢ao (Chand et al.;
2014).

As toxinas formadoras de poros promovem a entrada do microrganismo patogénico em

células hospedeiras e facilitam a sobrevivéncia intracelular, bem como sua disseminacao
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sistémica. O fator CAMP (Christie Atkins Munch Peterson) é uma proteina de 23-25 kDa
secretada pelo EGB que possui capacidade de se ligar as proteinas ancoradas ao
glicosilfosfatidilinositol e promover a lise da célula hospedeira infectada (Lang et al.; 2017).
Além da capacidade de lisar membranas, o fator CAMP pode interagir com a porcdo Fc das
imunoglobulinas humanas das classes IgG e IgM fazendo que os anticorpos do hospedeiro se
tornem ineficazes durante a opsonizagédo bacteriana. Logo, a formagao de poros contribui de
forma significativa para a perda da integridade da barreira celular imposta pelo hospedeiro e
sua consequente disseminacdo (Jurgens et al.; 1987; Rajagopal.; 2019).

Além da agdo das toxinas formadoras de poros, durante a internalizacdo na célula
hospedeira, 0 EGB pode se ligar as proteinas da matriz extracelular (MEC), facilitando a
interacdo com as integrinas presentes na superficie celular dos hospedeiros. Entre essas
proteinas podem ser destacadas a fibronectina, fibrinogénio e laminina. Os genes das proteinas
que interagem com o fibrinogénio sdo denominados fbsA e fbsB. De acordo com estudos
anteriores, a proteina FbsA é responsavel por promover a aderéncia, enquanto a FbsB é
necessaria para invadir as células do hospedeiro infectado pelo EGB. A colonizacdo do
hospedeiro é dada a partir da aderéncia do EGB a célula hospedeira. Além disso, 0 EGB pode
clivar o fibrinogénio em fibrina, impedindo o reconhecimento e a fagocitose bacteriana,
facilitando a evasdo do sistema imune do individuo infectado. A ligacdo do EGB ao
fibrinogénio da MEC é mediada pela FbsA e FbsB, a primeira é uma proteina de superficie
encontrada apenas em algumas amostras de EGB; a FbsB, por sua vez, pode ser encontrada em
todas as amostras dessa espécie (Mouslim et al.; 2014).

Explorando mais sobre as proteinas essenciais para colonizacdo do EGB, o Imb é o gene
que codifica a proteina Lmb, que se liga a laminina da células hospedeira favorecendo a
aderéncia do patdgeno. A proteina Lmb tem um papel essencial para a colonizacdo do EGB ao
epitélio danificado e subsequente translocacdo para a corrente sanguinea (Tenenbaum et al.;
2007; Kaczorek et al.; 2017).

O EGB é um microrganismo capaz de produzir uma variedade de enzimas, dentre elas
pode-se destacar a enzima hialuronidase. A hialuronidase é uma proteina de 110kDa,
classificada como uma endoglicosidase que cliva a ligacao glicosidica entre os residuos de N-
acetil-B-Glucosamina e acido D-glicurdnico do acido hialurénico. O acido hialurénico é um
glicosaminoglicano, principal componente do tecido conjuntivo e do sistema nervoso, sendo
encontrado em altas concentragdes na placenta, no liquido amnidtico e nos pulmdes. O gene da
hialuronidase expresso pelo EGB é o hylB (Poyart et al.; 2012; Mahendroo.; 2012.; Akgul et
al.; 2014).
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Grande parte das amostras de EGB apresenta a B-hemolisina que funciona como uma
citolisina, uma toxina pluripotente associada a membrana, sendo pouco detectada no meio
extracelular e correlacionada com extensos danos ao epitélio e endotélio (Spellerberg et al.;
2000).

Os pili sdo filamentos ligados através de ligacGes covalentes que se projetam da
superficie de bactérias Gram-positivas. (Soriani et al.; 2010). Os genes que codificam pili em
EGB estdo agrupados em duas ilhas gendémicas: ilha pili 1 (gene PI-1) e pili 2 com duas
variantes 2a (gene Pl-2a) e 2b (gene PI-2b) (Rosini et al.; 2006). Alguns estudos também
correlacionam a presenca e expressao dos pili em EGB com a producéo de biofilme.

Estudos epidemioldgicos demonstraram a associacdo de amostras pertencentes ao tipo
capsular 111 e sequéncia tipo 17 (ST-17) em infec¢bes invasivas como meningite (Silvestre et
al.; 2020). Essas amostras alocadas no complexo clonal 17 (CC17) possuem o histérico de
serem classificadas como hipervirulentas. Estudos prévios demonstraram que a adesina HvgA
é um dos fatores responsavel por aumentar a capacidade das amostras ST-17 de atravessar a
barreira hematoencefalica. Além disso, as duas ilhas de pilus previamente descritas também séo
encontradas na maioria das amostras ST-17. Em estudo recentes, amostras CC17 apresentaram
a perda da ilha de pilus 1 em cerca de 15% das amostras ST-17 analisadas enquanto a ilha de
PI-2b estava presente em quase 100% das amostras analisadas ( Périchon et al.; 2017 ; Mouslim
et al.; 2014). Sendo assim, o pilus PI-2b foi associado principalmente com com os isolados
clinicos pertencentes ao CC17, causando a maioria das doencas invasivas neonatais. Dois
estudos gendmicos realizados no Canada e na China demonstraram a conservacao do locus PI-
2b nas amostras isoladas CC17 e a perda do PI-1 que parece ter sido substituido por novos
elementos genéticos moveis que codificavam determinantes importantes na resisténcia
antimicrobiana. Contudo, alteracGes genéticas nas proximidades do PI-2b ndo foram

encontradas (Silvestre et al.; 2020).

Biofilme Bacteriano

A capacidade de producdo de biofilme € um fator de viruléncia considerado como o
mais importante mecanismo de colonizagdo e fixagcdo de microrganismos na natureza. As
bactérias sobrevivem em sistemas naturais de uma forma totalmente diferente daquelas
cultivadas em laboratorios em meios artificiais e controlados. Para persistir em ambientes hostis

como em tecidos do hospedeiro, local onde havera a presenca de anticorpos e fagocitos ou até
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superficies inertes na presenca de condi¢des indspitas, como luz ultravioleta, calor e frio, as
bactérias se adaptaram formando biofilmes (Olson et al.; 2002). A ocorréncia de infecgdes
causadas pelo EGB pode estar associada a sua capacidade de producéo de biofilme (Flint et al.;
2011).

Os biofilmes s&o sistemas biol6gicos com elevado nivel de organizagao, que podem ser
definidos como uma matriz extracelular constituida por exopolissacarideos, proteinas e acidos
nucléicos. A composicao quimica da matriz extracelular do biofilme é heterogénea e complexa.
Os microrganismos capazes de formar biofilmes possuem a capacidade de construir
comunidades estruturadas e funcionais, envolvidas por uma complexa matriz extracelular de
moléculas poliméricas fixadas a superficies biodticas ou abidticas. Assim, garantem o
estabelecimento de um sistema de comunicacdo que coordena atividades metabolicas para
beneficio matuo, assim como a producdo de outros fatores de viruléncia (Wimpenney et al.;
1993; Uyen et al.; 2014).

O processo de producdo de biofilme pode ser dividido em duas grandes etapas:
reversivel e irreversivel (Moraes et al.; 2013). De forma mais detalhada, as etapas de
desenvolvimento de um biofilme microbiano incluem: (i) a fixacdo inicial reversivel a uma
superficie; (ii) fixacdo irreversivel e formacdo de microcol6nias; (iii) maturacdo das
microcol6nias em um biofilme maduro envolto em exopolissacarideos e, (iv) dispersao na qual
as células individuais ou em grupos se desprendem do biofilme, retornando ao modo de vida
planctdnico e, portanto, fechando o ciclo de desenvolvimento do biofilme bacteriano (Stoodley
et al.; 2002).

A capacidade de producdo de biofilmes é variavel, podendo ser influenciada por fatores
como a caracteristica do substrato (carga, composicdo quimica, hidrofobicidade), fatores
ambientais (osmolaridade, pH, temperatura, administracdo de antibidticos) e caracteristicas
bacterianas (hidrofobicidade, mecanismos de adesdo, carga da superficie) (Ho et al.; 2013). As
bactérias capazes de formar biofilmes sdo responsaveis por infec¢bes agudas e cronicas, tendo
como exemplos clinicos a carie, doenca periodontal e endocardite (Manetti et al.; 2007). Além
disso, ha casos de infec¢bes associadas a biofilmes bacterianos relacionados a dispositivos
médicos, como cateteres, articulagdes artificiais, valvulas cardiacas prostéticas, proteses
artificiais e lentes de contato. No mais, as bactérias em biofilmes demonstram menor
susceptibilidade a acdo de agentes antimicrobianos, dentre outros fatores, pela elevada
densidade populacional e a protecdo fisica conferida pela matriz extracelular. Proteinas com

funcéo de adesina, assim como mecanismos de regulacdo génica, incluindo quorum sensing,
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parecem contribuir para a formagao, crescimento e regulagdo dos genes envolvidos na estrutura
de biofilme (Lemke et al.; 2016).

O tratamento com antimicrobianos é capaz de eliminar somente células planctonicas,
deixando as formas sésseis vivas para a propagacdo quando o tratamento for finalizado,
tornando as células do biofilme mais resistentes aos antimicrobianos (Costa et al.; 2012). Além
disso, a secrecdo de anticorpos opsonizantes e a producdo de peréxido de hidrogénio séo
ineficazes, uma vez que ndo conseguem penetrar no biofilme devido a presenca da matriz
exopolimérica, a qual é responsavel por evitar passagem e a consequente acdo destas moléculas
(Zimmerli et al.; 2004; Fux et al.; 2005).

Infec¢cbes ocasionadas por EGB

Os primeiros estudos sobre 0 EGB foram a partir de isolados de quadros de mastite
bovina. A mastite bovina € um processo inflamatorio das glandulas mamarias, podendo ser
classificada como clinica ou subclinica (Martins et al., 2010). A mastite clinica é uma das
causas mais comuns de morte de vacas leiteiras, tendo respostas inflamat6rias mais severas,
alterando o aspecto da secre¢do lactea e promovendo mudancas visiveis no tecido mamario. A
mastite subclinica ndo apresenta sintomas, tornando o animal um reservatdrio (Prestes et al.,
2003). O EGB s6 foi reconhecido como parte da microbiota normal de humanos em 1933,
porém em 1960 foi considerado um dos principais agentes em quadros de infeccGes em recém-
natos (Martinez et al., 2000). A patogénese da infeccdo em neonatos tem inicio através da
colonizagdo assintomética do trato genital feminino, geralmente nos trés primeiros meses de
gravidez, onde ~25% das gestantes apresentam colonizacdo por EGB (Gibbs et al.,
2004; Rocchetti et al., 2011). O EGB atravessa as membranas placentarias, iniciando uma
infeccdo no Utero e alcancando o feto com inducdo de parto prematuro. A infeccdo por EGB
também pode ocorrer através da aspiracdo do liquido amnidtico e/ou fluido vaginal
contaminado durante a passagem do neonato pelo canal do parto (Doran & Nizet, 2004).

A infeccdo por EGB em adultos, geralmente acomete idosos e pessoas com baixa
imunidade e/ou doengas concomitantes, como o diabetes mellitus, doencas hepaticas e cancer
(Mufoz et al., 1997). Em relacdo aos adultos, 0 EGB pode estar associado as infecgdes
cuténeas, pneumonia, infeccdo urinéria, meningite, endocardite, bacteremia, entre outras
(Lanotte et al., 2013).
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Infeccbes Urinérias

A infeccdo do trato urindrio tambeém descrita na literatura como ITU é a causa mais
comum de infec¢Bes adquiridas na comunidade e nosocomiais em pacientes internados tanto
na rede publica como particular (Najar et al., 2009). De forma geral, as ITU podem apresentar-
se clinicamente de forma sintomatica ou assintomatica, sendo classificadas como cistite quando
a infeccdo acomete o trato urinario baixo e pielonefrite quando o alvo da infecgdo acometido é
o trato urinario superior (Arrellano-Valdez et al., 2014). Além disso, as ITU sdo denominadas
complicadas quando estdo presentes alteracBes estruturais ou funcionais do trato urinario ou
quando a infeccdo se desenvolve em ambiente hospitalar (Najar et al., 2009). Nos eventos de
ITU ndo complicada, a Escherichia coli é a bactéria responsavel pela maioria das infeccdes,
enquanto nas ITU complicadas o espectro de bactérias envolvido é amplo, incluindo bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas com elevada frequéncia de microrganismos multirresistentes.
As ITU sdo definidas laboratorialmente pela presenca de valores a partir de 100.000 UFC/mL
nos exames de urina. Os sinais e sintomas associados as ITU podem incluir eventos de
polaciuria, urgéncia miccional, disUria, hematdria e pidria (Roriz-Filho et al., 2010).

Em paises asiaticos, como a Tailandia, o0 EGB pertencente aos tipos capsulares Il
(46,4%) e V (21%) foram os mais encontrados com indice de mortalidade de ~11,6%
(Vasikasin et al.; 2021). Contudo, na Arébia Saudita, o EGB foi o terceiro uropatdgeno em ITU,
enquanto a populacdo mais afetada foi de mulheres com alguma comorbidade previamente
diagnosticada, onde a diabetes foi a condicdo responsavel por ocupar o primeiro lugar com
24,7%, seguido de gravidez (11,9%) (Balkhi et al., 2018; Paveenkittiporn et al., 2020).

Diabetes mellitus

A condicdo conhecida como diabetes faz parte de um grupo de doencas metabdlicas
caracterizadas entre outros sintomas por hiperglicemia resultante de defeitos na secrecdo do
hormonio insulina, na acdo da insulina ou em ambos os processos (Arrellano-Valdez et. al.,
2014). A hiperglicemia cronica do diabetes estd associada a danos a longo prazo como
disfuncdo e falha de diferentes Orgdos do organismo do individuo diabéticos, com
manifestacdes especialmente em 6rgaos e estruturas como olhos, rins, nervos, coragdo e vasos

sanguineos (American Diabetes Association, 2011).
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A grande maioria dos casos de diabetes se enquadra em duas grandes categorias
etiopatogenéticas. Na primeira categoria classificada a diabetes tipo 1, a causa € uma deficiéncia
absoluta de secrecéo de insulina produzida pelo pancreas. Os individuos com risco aumentado
de desenvolver este tipo de diabetes podem frequentemente ser identificados por evidéncias
soroldgicas de um processo patologico autoimune que ocorre nas ilhotas pancreaticas e por
marcadores genéticos. Na outra categoria da classificacdo, o diabetes tipo 2, a causa é uma
combinacdo de resisténcia a acdo da insulina produzida pelo pancreas e uma resposta
inadequada de secrecdo de insulina compensatdria. No quadro da diabetes do tipo 2, hd um grau
de hiperglicemia suficiente para causar alteragdes patoldgicas e funcionais em varios tecidos-
alvo, mas sem necessariamente apresentar sintomas clinicos, podendo estar presente por um
longo periodo de tempo antes que o individuo receba o diagndstico de diabetes tipo 2 (American
Diabetes Association, 2020). Quase metade dos pacientes com diabetes apresenta disfuncdo da
bexiga ou cistopatia, tal condi¢do pode se manifestar em mulheres como hipersensibilidade (~
39-61% das mulheres diabéticas) ou bexiga neurogénica. Em individuos do sexo masculino,
pode se apresentar como sintomas do trato urinario inferior (~25% dos homens diabéticos).
Além disso, 0 aumento do volume da préstata afeta a micgcdo e o trato urinario (Arrellano-
Valdez et al., 2014).

A neuropatia diabética pode ser relacionada a alguns sinais e sintomas desenvolvidos
pelo paciente diabético, como alteracBes na sensibilidade vesical, ocasionando diminui¢do da
percepcdo do enchimento vesical, aumento do limiar para inicio da diurese, aumento da
capacidade vesical e, consequente, retencdo da urina por mais tempo. Essa Ultima condicéo,
pode possibilitar a criacdo de um microambiente propicio ao desenvolvimento bacteriano,
evento esse potencializado pela presenca da hiperglicemia (Turan et al., 2008; Vigliarolo et al.,
2019).
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1.1 Objetivo Geral

O EGB ¢ responsavel por um grande nimero de casos de infecgdes invasivas, sendo um

dos principais microrganismos causadores de infec¢bes do trato urogenital em adultos

imunocomprometidos, principalmente portadores de diabetes mellitus. As razbes para o

aumento de infecgdes entre adultos ndo gravidos ainda ndo sdo bem compreendidas. Dessa

forma, estudos que possam contribuir para o esclarecimento dos mecanismos utilizados pelo

EGB para o desenvolvimento da patogénese e, consequentemente auxiliar no tratamento

e reducdo da incidéncia de infecc¢des invasivas por esse microrganismo sao relevantes.

1.2 Objetivos especificos

f)

realizar a inducdo de diabetes mellitus em camundongos Swiss Webster e dos
camundongos Black com a droga estreptozotocina;

realizar a infeccdo por via intranasal e intraperitoneal dos animais diabéticos
e ndo diabéticos com as amostras de EGB GBS90356, GBS90356AbspC e
COH1,

implementar os modelos de infecgdo cronica e aguda por via intraperitoneal;
avaliar a disseminagdo e a persisténcia bacteriana nos rins e bexiga dos
animais submetidos aos modelos de infec¢do crénica e aguda;

analisar o crescimento bacteriano nos rins, bexiga, sangue e urina nos dois
modelos de infecgdo;

analisar a capacidade de formacgédo de biofilmes das amostras bacterianas

antes e apos infeccdo in vivo no modelo agudo.
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2 METODOLOGIA

2.1 Amostras Bacterianas

As amostras bacterianas utilizadas neste estudo para infeccéo in vivo foram as seguintes:
GBS90356 e sua mutante GBS90356AbspC pertencente ao tipo capsular 111 e ST-17, isolada
de liquor de paciente recém nascido e sequenciada pelo nosso laboratério. O microrganismo foi
identificado e tipado por PCR de acordo com metodologia descrita por Poyart e colaboradores
(2007). A terceira amostra utilizada no estudo foi a amostra COH1, tipo Il utilizada como
padrdo da ST-17.

As culturas bacterianas foram armazenadas a -70°C em aliquotas de meio liquido Brain
Heart Infusion (BHI; Becton, Dickinson and Company, Sparks, MD, USA), contendo 20% de
glicerol. Para a realizacdo dos experimentos, a bactéria foi crescida em placas de agar sangue
contendo 5% de hemécias de carneiro (Plast Labor LTDA, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) e,
posteriormente, em meio BHI para padronizacdo de 0,2 unidades de densidade 6tica (UDQO) em

A =540 nm (~1x10°unidades formadoras de col6nia por mililitro [UFC/mL]).

2.2 Deteccdo dos fatores de viruléncia por PCR

Os seguintes genes de viruléncia para a amostra GBS90356 foram analisados por PCR:
Imb, hvgA, PI-1, Pl-2a, PI-2b, fbsA, fbsB, hylB. No termociclador (VERITI 96 WELL
THERMAL CYCLER, AppliedBio), 50uL de reacdo final (200uM cada dNTP, 5u/pL de
GoTaq polimerase, tampdo GoTag 5x e 50ng DNA) foram utilizados, seguindo os padrdes
utilizados anteriormente na tipagem capsular. As temperaturas e tempos utilizados para
desnaturacdo, anelamento e amplificagdo foram, respectivamente: 96°C por 1 min, 45°C por 1
min e 72°C por 45 seg durante 35 ciclos. Um total de 10 pL de cada produto de PCR foi

separado por eletroforese em gel de agarose para confirmar a amplificagédo bem sucedida.



24

2.3 Comité de ética

Os estudos com animais foram realizados em consonancia com a aprovacdo do Comité
de Etica para o cuidado e uso de animais experimentais do Instituto de Biologia Roberto
Alcantara Gomes (CEUA-IBRAG), registrado pelo nimero 010/2021.

2.4 Animais

Um total de 30 animais animais da linhagem Swiss Webster foram cedidos pelo Dr.
Alexandre Dias, do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude, no Laboratério de
Vacinas Bacterianas (LVB) - Fundagdo Oswaldo Cruz/RJ, com peso variando entre 30-40
gramas para a realizacdo do modelo crénico de infeccdo por 5 semanas. Todos 0s animais foram
submetidos a dieta padréo do Laboratorio de Vacinas Bacterianas e livre acesso a agua e ragao.
Os dados de consumo e massa corporal foram aferidos a partir de uma escala realizada a cada
quatro dias e, posteriormente, analisados estatisticamente utilizando o0 One-way ANOVA e 0
pos teste Newman-Keuls no GraphPad Prisma.

Na segunda fase do estudo, o0 modelo de infeccdo via intraperitoneal, um total de 30
animais Black - C57BL/6 foram cedidos pelo Biotério do Departamento de Microbiologia da
UERJ para a realizacdo do modelo de infeccéo aguda de 7 dias de infec¢do. Todos os animais
foram submetidos a dieta padrdo do biotério da microbiologia da UERJ e livre acesso a dgua e
racdo. Os dados de consumo e massa corporal foram aferidos a partir de uma escala realizada
diariamente e, posteriormente, analisados estatisticamente utilizando o One-way ANOVA e pds

teste Newman-Keuls no GraphPad Prisma.

2.5 Grupos de estudo

Para a realizacdo da primeira fase, 0 modelo de infeccdo cronico de 5 semanas, os 30
camundongos Swiss Webster foram divididos em quatro grupos (Tabela 1): grupo 1 - Néo

diabético ndo-infectado (NDNI): animais ndo diabéticos e nédo infectados com a amostra
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GBS90356 e com acesso livre a dgua e racdo; grupo 2 - Nao diabético infectado (NDI): animais
infectados com a amostra GBS90356 e com acesso livre a &gua e racao; grupo 3 - Diabético
ndo infectado (DNI): animais tratados com estreptozotocina, ndo infectados com a amostra
GBS90356 e com acesso livre a agua e ragdo e, grupo 4 - Diabético Infectado (DI): animais
tratados com estreptozotocina, infectados com a amostra de GBS90356 e com acesso livre a
agua e racdo. Os animais foram mantidos por cinco semanas apds a inducdo da diabetes. Os
animais resistentes a droga estreptozotocina ndo foram utilizados no estudo, assim como 0s

animais que morreram em decorréncia das complicacGes inerentes a diabetes.

Tabela 1 - Modelo de infec¢do cronica de 5 semanas com animais Swiss Webster

Nome do grupo Sigla do grupo Amostra Via de infec¢édo Modelo de
utilizada infeccéo

Nao diabético nao- NDNI - Intraperitoneal Cronica

infectado

N&o Diabético NDI GBS90356 Intraperitoneal Crbnica

infectado

Diabético infectado DI GBS90356 Intraperitoneal Croénica

Diabético nao- DNI - Intraperitoneal Crbnica

infectado

Fonte: o autor, 2022

Na segunda fase do estudo in vivo, 0 modelo agudo, os 30 camundongos Black foram
divididos em 8 grupos (Tabela 2): grupo 1 - N&do diabético ndo-infectado (NDNI): animais nao
diabéticos e ndo infectados com a amostra GBS90356 e com acesso livre a dgua e ragdo; grupo
2 - Néo diabetico infectado (NDI - GBS90356): animais infectados com a amostra GBS90356
e com acesso livre a 4gua e racdo; grupo 3 - Nao diabético infectado (NDI - GBS90356AbspC):
animais infectados com a amostra AbspC e com acesso livre a 4gua e racao; grupo 4 - Néo
diabético infectado (NDI - COH1): animais infectados com a amostra COH1 e com acesso
livre & agua e racdo; grupo 5 - Diabético ndo infectado (DNI): animais tratados com
estreptozotocina, ndo infectados com a nenhuma amostra bacteriana e com acesso livre a agua

e racdo; grupo 6 - Diabetico Infectado (DI - GBS90356): animais tratados com estreptozotocina,
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infectados com a amostra de GBS90356 e com acesso livre a 4gua e racao; grupo 7 - Diabético
Infectado (DI - GBS90356AbspC ): animais tratados com estreptozotocina, infectados com a
amostra de GBS90356 AbspC e com acesso livre a agua e racdo; grupo 8 - Diabético Infectado
(DI - COH1) : animais tratados com estreptozotocina, infectados com a amostra COH1 e com

acesso livre a 4gua e racao.

Tabela 2 - Modelo de infec¢do aguda de 5 dias com animais Black C57BL-6

Nome do grupo Sigla do grupo Amostra utilizada Viadeinfeccdo Modelo de
infeccao

Nao diabético nao- NDNI - Intraperitoneal Aguda
infectado

N&o Diabético NDI-GBS90356 GBS90356 Intraperitoneal Aguda
infectado

N&o Diabético NDI-GBS90356AbspC ~ GBS90356AbspC Intraperitoneal Aguda
infectado

N&o Diabético NDI-COH1 COH1 Intraperitoneal Aguda
infectado

Diabético DI-90356 GBS90356 Intraperitoneal Aguda
infectado

Diabético DI-GBS90356AbspC GBS90356AbspC Intraperitoneal Aguda
infectado

Diabético DI-COH1 COH1 Intraperitoneal Aguda
infectado

Fonte: o autor, 2022
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2.6 Inducéo da diabetes

A inducdo da diabetes nos comundongos utilizados nas duas fases do estudo in vivo foi
realizada utilizando 180mg/kg de estreptozotocina (Sigma-Aldrich), diluida em tampdo citrato
40 mM por via intraperitoneal. A afericdo de peso de todos os animais foi realizada 2h antes
da inducdo. Os animais ndo-diabéticos foram tratados com tampdo citrato puro. Apos a
inducdo, os animais receberam durante um dia agua com adicdo de acucar, aléem da racao ja
utilizada normalmente, com o intuito de evitar a hipoglicemia neste periodo imediatamente

apos a inducéo.

2.7 Afericdo da glicemia

A afericdo da glicemia foi realizada 2h antes da inducdo da diabetes com a droga
estreptozotocina e, no periodo 48h apds a inducédo da diabetes, com o auxilio de um monitor de
glicemia AccuCheck Active e fitas glicémicas padronizadas. Os animais foram previamente
pesados e marcados com uma caneta permanente para identificacdo durante todo o experimento.
Para a dosagem glicémica, os animais foram momentaneamente imobilizados manualmente e
submetidos a uma pequena incisdo na extremidade da cauda. O sangue foi coletado e
posicionado nas fitas glicémicas para leitura pelo glicosimetro. Foram considerados animais
diabéticos aqueles que apresentaram um indice glicémico acima de 200 mg/dL, seguindo o
parametro de Kasap e colaboradores (2017). A confirmacdo dos niveis de glicose foi

realizada novamente ao final dos experimentos.

2.8 Infeccdo com as amostras bacterianas

Os camundongos foram inicialmente tratados com uma solucdo anestésica composta
pela combinacdo de dois anestésicos de uso veterinario (0,17 mL de xylazina, 0,33 mL de
ketamina, 2,83 mL solucéo salina) por via intraperitoneal. Cada animal recebeu entre 0,10 mL
e 0,15 mL do anestésico de acordo com 0 seu peso. Posteriormente, 0s animais foram
infectados com 30 pL da suspensdo bacteriana crescida em meio BHI (0,2 UDO; ~1x10°

UFC/mL) por via intraperitoneal. Os grupos infectados foram mantidos em caixas separadas,
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cerca de 2 a 4 animais por caixa, até 0 momento da morte do animal para retirada dos 6rgaos

para estudo.

2.9 Morte dos animais

Ap0ds trinta e cinco dias contados apos a infeccdo dos camundongos, 0s animais da
primeira fase do estudo foram anestesiados, imobilizados manualmente e induzidos a
urinar. Logo em sequéncia ao recolhimento da urina dos animais em estudo, este material foi
plaqueado em placas de agar sangue contendo 5% de hemacias de carneiro para posterior
contagem de UFC/mL. Posteriormente, com o animal ainda anestesiado, foi realizada uma
pequena incisdo na extremidade da cauda do camundongo e uma pequena amostra de sangue
foi coletada de cada animal. O sangue coletado dos animais foi imediatamente plaqueado em
placas de agar sangue contendo 5% de heméacias de carneiro para posterior contagem de
colbnias vidveis. Os animais da segunda fase do estudo, modelo agudo, passaram pelas mesmas
etapas citadas anteriormente, porém apo6s o intervalo de 5 dias de pos-infecgéo.

Os animais utilizados neste estudo foram sacrificados através da injecdo de superdoses
de drogas anestésicas (xilazina e ketamina) e, apos isso, foi realizado o deslocamento cervical
em cada animal. Os camundongos do estudo foram necropsiados para a retirada dos 06rgéaos
alvos do estudo: rins e bexiga. Parte dos 6rgdos foi reservada em refrigeralcdo a 4°C em
tubos conicos (50 mL) contendo paraformaldeido a 4% para realizacdo das analises
histologicas. A parte restante dos 6rgdos foi colocada separadamente em tubos de vidro
contendo solucéo salina e macerada utilizando um macerador de vidro individual para cada
orgdo. A diluicdo 1:1000 em solucdo salina 0,9% foi utilizada para plagueamento em placa de

agar acrescida com 5% de hemécias de carneiro e contagem bacteriana em UFC/mL.

2.10 Andlise do crescimento bacteriano

As coldnias apresentando as seguintes caracteristicas de EGB: coldnias lisas, concavas,
pequenas, brilhantes, circundadas por um halo de B-hemdlise foram utilizadas nas contagens,
sendo consideradas somente as placas contendo entre 25-300 colonias. As placas com um

numero de coldnias superior a 300 foram descartadas para evitar erros de contagens, conforme
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recomendagéo da Anvisa e do Centers for Disease Control and Prevention (Anvisa, 2008;
CDC 2016). As placas que apresentaram contaminagdo por outro microrganismo também foram
descartadas. Os grupos sem inoculo tiveram os 6rgdos igualmente plaqueados para verificar
uma possivel contaminacdo durante o experimento. Posteriormente, as col6nias recuperadas
de cada 6rgdo foram submetidas aos testes de identificacdo bacteriana e tipagem capsular por

PCR, além de terem sido armazenadas para experimentos futuros.
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3 RESULTADOS

3.1 Deteccao de genes de fatores de viruléncia

Os resultados da analise dos genes de fatores viruléncia da amostra GBS90356 atraves
da técnica de PCR convencional estao representados na Tabela 3. Os dados demonstraram que
a amostra GBS90356 tipo capsular 111 apresentou todos os fatores analisados, com excecao de
Pl-2a.

Tabela 3 - Presenca de genes de fatores de viruléncia da amostra GBS90356

Fatores de viruléncia da amostra GBS90356

Imb +

hvgA +
Pi-1 +
Pl-2a -
PI-2b +
fbsA +
fbsB +
hylB +

Legenda: gene presente ( +) auséncia do gene ( - )
Fonte: o autor, 2022

3.2 Afericao dos niveis de massa corporal e consumo alimentar

A massa corporal e o consumo alimentar dos animais foram monitorados durante todo
0 experimento, a cada quatro dias no modelo cronico de infecgéo e diariamente no segundo

modelo de infec¢do, 0 modelo agudo. Na Figura 1, pode-se acompanhar a evolugéo durante o
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primeiro experimento, a partir de 49 dias pds-natal (PN49) os animais diabéticos passaram a
apresentar uma reducdo significativa no peso em relacdo aos animais ndo-diabéticos néo-
infectados (NDNI) e ndo-diabéticos infectados (NDI) (Figuras 1A; P<0,0389). Da mesma
forma, a partir de PN53 os animais diabéticos infectados (DI) apresentaram reducdo no peso
em relagdo aos animais NDNI e NDI (Figuras 1A; P<0,0017). Ao final dos experimentos,
ambos os grupos diabéticos apresentaram massa corporal reduzida (P<0,0002), enquanto 0s
grupos NDNI e NDI apresentaram um aumento de massa corporal em comparagdo aos valores
iniciais (Figuras 1C; P<0,0002). Durante todo o experimento, o consumo alimentar entre o0s
animais diabéticos foi superior aos demais grupos ndo-diabéticos ndo-infectados e néo-
diabéticos infectados (Figuras 1B e 1D; P<0,0001)

Figura 1 - Massa corporal e consumo alimentar dos animais utilizados no primiero experimento.
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Figura 2 - Aparecimento de injuria na derme dos camundongos diabéticos infectados.

Legenda: Manifestagdo clinica causada pela infeccdo com a amostra GBS90356 apds cinco semanas em
camundongos diabéticos e infectados.
Fonte: o autor, 2022

Ap0s cinco semanas de infecgdo, os camundongos machos e fémeas do primeiro modelo
de infeccdo (modelo crénico) pertencentes ao grupo diabético infectado apresentaram injarias
na derme da regido iliaca, como observado na Figura 2.

3.3 Recuperacéo das amostras utilizadas no experimento

Logo ap6s o procedimento de anestesia com solugdo anestésica a base de xilazina e
guetamina, os animais foram imobilizados e foi realizada puncéo cardiaca dos animais, através
dessa técnica foi aspirada a quantidade de 0,2 a 0,5 mL de sangue diretamente do coracdo dos
animais, o sangue coletado foi armazenado em eppendorfs estéreis, 0s quais foram armazenados
em gelo e logo depois conduzidos ao laboratdrio para serem plaqueados.

O sangue coletado foi plaqueado com o objetivo de recuperar as amostras inoculadas nos
animais no inicio do experimento. Ap6s o plaqueamento, as placas ficaram durante 48h
encubadas em uma estufa a 36°C. As amostras visualmente identificadas como EGB foram

coletadas e seguiram para a identificacdo através da técnica de PCR.
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Figura 3 - PCR realizado com as amostras recuperadas dos animais Black imediatamente apds
a morte dos animais.

<«— Tipo capsular Il

Legenda: PCR para tipagem das amostras recuperadas dos animais.
Slot 1: padréo, Slot 3: GBS90356, Slot 4: GBS90356bspC, Slot 5: COH1
Fonte: o autor, 2022

3.4 Contagem das unidades formadoras de col6nias no modelo crénico de experimento

A inoculacdo da amostra GBS90356 realizada por via intraperitoneal obteve sucesso em
todos os animais diabéticos infectados durante os dois modelos de infec¢do, com crescimento
bacteriano em diferentes 6rgdos. A viabilidade bacteriana (UFC/mL) proveniente dos
macerados dos rins e bexigas, bem como a contagem decorrente do plagueamento sanguineo e
urinério foram realizados para determinar a efetividade da infeccdo intraperitoneal e a
capacidade de disseminagdo através da corrente sanguinea. Houve crescimento na bexiga
(~1x10% UFC/mL; Figura 4), rins (~1,4x10°> UFC/ mL; Figura 5), sangue (Figura 6) e urina
(Figura 7) em todos os animais diabéticos infectados. Nao houve identificacdo de crescimento
bacteriano nos grupos de animais ndo diabéticos, ap6s 5 semanas.
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Figura 4 - Contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC/mL) dos macerados da bexiga
dos animais infectados pela amostras GBS90356 no modelo de experimento crénico
de 5 semanas.
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Legenda: Quantificagdo das unidades formadoras de col6nia nos macerados da bexiga de camundongos diabéticos
infectados (NDI) e diabéticos infectados (DI), apds cinco semanas. Ndo houve crescimento nos animais
ndo diabéticos infectados. *P<0,05, teste t no GraphPad Prism.

Fonte: o autor, 2022
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Figura 5 - Contagem das unidades formadoras de colonias (UFC/mL) dos macerados dos rins
dos animais infectados pela amostras GBS90356 no modelo de experimento crénico
de 5 semanas.
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Legenda: Quantificacdo das unidades formadoras de coldnia nos macerados renais de camundongos ndo
diabéticos infectados (NDI) e diabéticos infectados (DI), ap6s cinco semanas. Nao houve crescimento
nos animais néo diabéticos infectados. *P<0,05, teste t no GraphPad Prism.

Fonte: o autor, 2022

A amostra GBS90356 apresentou elevado crescimento no sangue de camundongos DI
(Figura 6). Contudo, ndo foi possivel realizar a quantificacdo, pois o nimero de colbnias
presentes foi superior a 300 col6nias. Desta forma, nos proximos ensaios, serdo realizadas

diluicdes seriadas para melhor contagem do material plaqueado.



36

Figura 6 - Deteccéo de crescimento bacteriano no sangue dos camundongos infectados.
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Legenda: Crescimento bacteriano no sangue exemplificado pelos plaqueamentos da amostra GBS90356 em (A)

camundongo nao diabético ndo infectado - NDNI e (B) diabético infectado - DI.
Fonte: o autor, 2022

N&o houve crescimento bacteriano na urina dos camundongos ndo diabéticos nao
infectados (NDNI). Contudo, nos camundongos diabéticos infectados (DI) e nos animais néao-
diabéticos infectados (NDI) néo foi possivel realizar a quantificacdo devido ao elevado numero
de coldnias presentes nas placas de agar sangue (Figura 7). Desta forma, experimentos futuros

com diluicOes seriadas estdo em andamento.
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Figura 7 - Detecgéo de crescimento bacteriano na urina dos camundongos infectados
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Legenda: Crescimento bacteriano no sangue exemplificado pelos plaqueamentos da amostra GBS90356 em (A)

camundongo ndo diabético infectado - NDNI e (B) diabético infectado - DI.
Fonte: o autor, 2022

3.5 Contagem das unidades formadoras de col6nias no modelo agudo de experimento

No segundo modelo de infeccdo, a inoculagdo das amostras GBS90356,
GBS90356AbspC e COHL foi realizada por via intraperitoneal que também obteve sucesso em
todos os animais infectados com crescimento bacteriano em diferentes 6rgaos (Figuras 8-13).
A viabilidade bacteriana (UFC/mL) proveniente dos macerados da bexiga (Figura 8) e rins
(Figura 9), bem como a contagem decorrente do plaqueamento sanguineo e urinario, foram
realizados para determinar a efetividade da infeccdo intraperitoneal e a capacidade de
disseminacéo através da corrente sanguinea. Na bexiga, a contagem alcancou o valor de 1x103
UFC/mL para aamostra GBS90356 no grupo NDI, enquanto o grupo DI apresentou a contagem
de 1x10* UFC/mL (Figura 8; *P <0,05) . Da mesma forma, a contagem de col6nias viaveis nos
rins macerados foi maior nos animais diabéticos, alcangando o valor de 1x10® UFC/mL no
grupo NDI pela amostra GBS90356, enquanto o grupo DI alcangou a contagem de 1x10°
UFC/mL (Figura 9;*P <0,05). Quando os animais foram infectados com a amostra
GBS90356AbspC, o0s resultados demonstraram que no grupo NDI, o macerado da bexiga

apresentou contagem bacteriana no valor de 1x10° UFC/mL; contudo, no grupo DI, a contagem
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alcangou o valor de 1x10® UFC/mL (Figura 10;*P <0,05). Nos macerados dos rins, o grupo
NDI apresentou contagem no valor de 1x10° UFC/mL e o grupo DI apresentou 1x10° UFC/mL
(Figura 11; *P <0,05). Contudo, a infeccdo dos animais com a amostra bacteriana
COH1demonstrou resultados bastante diferentes. N&o houve crescimento bacteriano nos
macerados de bexigas, j& no macerado referente ao 6rgao rim, houve crescimento bacteriano
significativo significativo (Figuras 12 e 13, respectivamente). Da mesma forma, neste modelo
de infeccdo, ndo houve contagem de unidades bacterianas viaveis no sangue e na urina dos
animais NDI e DI com as amostras bacterianas, diferentemente do evidenciado no modelo
cronico de 5 semanas..

A andlise comparativa dos macerados de bexiga e rins dos animais infectados pelas

diferentes amostras bacterianas esta representada nas Figuras 14 e 15, respectivamente.
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Figura 8 - Contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC/mL) dos macerados de bexiga
dos animais infectados com amostra GBS90356 no modelo de infeccdo aguda.
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Legenda: Quantificacdo das unidades formadoras de coldnia nos macerados da bexiga de camundongos ndo
diabéticos infectados (NDI) e diabéticos infectados (DI) pela amostra bacteriana GBS90356, ap0s cinco
dias de infecgdo. Houve crescimento nos animais néo diabéticos infectados e nos animais diabéticos
infectados. *P<0,05, teste t no GraphPad Prisma.

Fonte: o autor, 2022
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Figura 9 - Contagem das unidades formadoras de colonias (UFC/mL) dos macerados de rins
dos animais infectados com amostra GBS90356 no modelo de infec¢édo aguda.
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Legenda: Quantificacdo das unidades formadoras de coldnia nos macerados da rim de camundongos ndo
diabéticos infectados (NDI) e diabéticos infectados (DI) pela amostra bacteriana GBS90356, ap6s cinco

dias de infecgdo. Houve crescimento nos animais ndo diabéticos infectados e nos animais diabéticos
infectados. *P<0,05, teste t no GraphPad Prisma.

Fonte: o autor, 2022
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Figura 10 - Contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC/mL) dos macerados de bexiga
dos animais infectados com a amostra GBS90356AbspC no modelo de infeccdo

aguda.
a,-
S .
'
g
|
E
O 44
(.
=
> 2
;E -
@
0 » T w
v.,,qc’ &
& &
& o
CH C
el >
<) o
S )
N

Legenda: Quantificacdo das unidades formadoras de col6nia nos macerados das bexigas de camundongos néo
diabéticos infectados (NDI) e diabéticos infectados (DI) pela amostra bacteriana GBS90356AbspC,
apos cinco dias de infec¢do. Houve crescimento nos animais ndo diabéticos infectados e nos animais

diabéticos infectados. *P<0,05, teste t no GraphPad Prisma.

Fonte: o autor, 2022
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Figura 11 - Contagem das unidades formadoras de colonias (UFC/mL) dos macerados dos rins
dos animais infectados com a amostra GBS90356AbspC no modelo de infeccdo

aguda.
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Legenda: Quantificacdo das unidades formadoras de colénia nos macerados dos rins de camundongos ndo
diabéticos infectados (NDI) e diabéticos infectados (DI) pela amostra bacteriana GBS90356AbspC,
apos cinco dias de infec¢do. Houve crescimento nos animais ndo diabéticos infectados e nos animais

diabéticos infectados. *P<0,05, teste t no GraphPad Prisma.

Fonte: o autor, 2022
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Figura 12 - Contagem das unidades formadoras de col6nias (UFC/mL) dos macerados de bexiga
dos animais infectados com a amostra COH1 no modelo de infec¢do aguda.
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Legenda: Quantificacdo das unidades formadoras de col6nia nos macerados de bexiga de camundongos nao-
diabéticos infectados (NDI) e diabéticos infectados (DI) pela amostra bacteriana COH1, apés cinco dias
de infecgdo. N&o houve crescimento nos animais ndo diabéticos infectados e nos animais diabéticos
infectados. *P<0,05, teste t no GraphPad Prism.

Fonte: o autor, 2022
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Figura 13 - Contagem das unidades formadoras de colonias (UFC/mL) dos macerados dos rins
dos animais infectados com a amostra COH1 no modelo de infec¢do aguda.
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Legenda: Quantificacdo das unidades formadoras de coldnia nos macerados dos rins de camundongos néo-
diabéticos infectados (NDI) e diabéticos infectados (DI) pela amostra bacteriana COH1, apés cinco dias
de infecgdo. Nao houve crescimento nos animais ndo diabéticos infectados e nos animais diabéticos
infectados. ***P<0,001, teste t no GraphPad Prism.

Fonte: o autor, 2022
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Figura 14 - Comparativo da contagem das unidades formadoras de colonias (UFC/mL) dos
macerados de bexiga de todos os animais infectados com as amostras bacterianas
GBS90356, GBS90356AbspC e COH1 no modelo de infec¢do aguda.
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Legenda: Quantificacdo das unidades formadoras de coldnia nos macerados de bexiga de todos os camundongos
ndo diabéticos infectados (NDI) no modelo de experimento agudo de cinco dias pelas amostras de EGB
GBS90356, GBS90356AbspC e COHL1, apos cinco dias de infecg¢do. *P<0,05, teste t no GraphPad Prism.

Fonte: o autor, 2022
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Figura 15 - Comparativo da contagem das unidades formadoras de colonias (UFC/mL) dos
macerados de rins de todos os animais infectados com as amostras bacterianas
GBS90356, GBS90356AbspC e COH1 no modelo de infec¢do aguda.
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Legenda: Quantificacdo das unidades formadoras de colénia nos macerados de rins de todos os camundongos ndo
diabéticos infectados (NDI) no modelo de experimento agudo de cinco dias pelas amostras de EGB
GBS90356, GBS90356AbspC e COH1, apds cinco dias de infecgdo. *P<0,05, teste t no GraphPad Prism.

Fonte: o autor, 2022

3.6 Analise da capacidade de producéo de biofilme

A andlise do biofilme bacteriano foi realizada com as amostras antes e ap6s infec¢do no
modelo de infeccdo aguda. As amostras GBS90356, COH1 e GBS90356AbspC foram
recuperadas dos animais infectados ap0s a morte dos animais no 5 dia do experimento (Figura
16). As amostras foram plaqueadas em placas de 96 pocos, 0 experimento se deu com meio de

cultura distintos TSB e também em duas condi¢fes diferentes, no meio com adicéo de glicose
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para mimetizar o microambiente hiperglicémico e no meio de cultura sem a adi¢ao desse agucar

(normoglicémico) para mimetizar o organismo de um individuo saudavel.

Figura 16 - Cinética da producéo de biofilme das amostras de EGB apds 24 horas de incubacéo
em TSB.
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Legenda: Cinética da producéo de biofilme bacteriano pelas amostras GBS90356, COH1 e GBS90356AbspC apds
24 horas de incubacdo em meio TSB com e sem adic&o de glicose (normoglicémico). (A) Producéo de
biofime das amostras bacterianas antes da infec¢do dos animais. (B) Producédo de biofime das amostras
bacterianas recuperadas ap6s a morte dos animais infectados.

Fonte: o autor, 2022
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4 DISCUSSAO

Estudos publicados nos dltimos anos apresentam o EGB como uma das principais
bactérias envolvidas em infec¢Bes invasivas em neonatos, adultos imunocomprometidos e
idosos (Santos et al.; 2013). Resultados disponiveis nos bancos de dados internacionais
evidenciam que aproximadamente 30% das mulheres sdo portadoras de EGB na regido retal
e/ou vaginal podendo ser classificada como permanente, intermitente ou transitoria (Verani &
Schrang et al.; 2010). Dados também demonstraram que 52,4% dos neonatos nascidos de
mulheres portadoras de EGB apresentaram colonizagdo por este patogeno (Madzi Handl et al.;
2011). Mesmo com os avancos referentes as técnicas de profilaxia neonatal e dos tratamentos
recomendados pelo CDC (CDC, 2020), a taxa de doencas invasivas causadas por esse patdgeno
em adultos com doencas cronicas, principalmente diabetes mellitus, tem apresentado um
aumento consideravel. No periodo entre 1990-2000, o nimero de casos reportados cresceu de
4,1 para 7,2 casos a cada 100.000 adultos ndo-gravidos (Farley et al.; 1993; Munoz et al.; 1997;
Farley.; 2001; Miranda et al.; 2018).

O EGB possui inimeros mecanismos que contribuem para a patogenicidade e viruléncia
(Farley et al.; 2001). A capacidade de sobrevivéncia e multiplicacdo do microrganismo em seu
hospedeiro requer a expressao e regulacéo de diversos fatores de viruléncia que auxiliam na
capacidade do patdégeno em aderir, invadir, formar biofilme e induzir os processos de necrose
e/ou apoptose em células hospedeiras. Desta forma, a identificacdo desses fatores é de crucial
importancia para a melhor compreensdo da patogenicidade dessa bactéria (Lione et al.; 2014;
Korir et al.; 2014).

A amostra utilizada neste estudo, GBS90356, tem sido utilizada no LBMFE como
modelo para interacdo com vérias linhagens celulares (Miranda et al.; 2018), sendo considerada
uma amostra padréo do laboratorio. A amostra apresentou a amplificacdo para diferentes genes
pesquisados: Imb, hgvA (ST-17), PI-1, PI-2b, fbsA, fbsB e hylB; o unico gene ndo amplificado
foi o correspondente ao PI-2a. Sendo assim, de acordo com os dados disponiveis na literatura,
a presenca desses fatores de viruléncia demonstra que a amostra GBS90356 é altamente
patogénica.

O EGB é uma bactéria capaz de se ligar a proteinas da matriz extracelular como a
fibronectina e a laminina. A fibronectina é uma glicoproteina encontrada de forma soltvel em
fluidos corporais e na forma insolivel como um componente da superficie celular, membranas

basais e da matriz extracelular. A fibronectina soltvel no plasma é capaz de interagir com
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diversas bactérias e pode servir como um receptor de aderéncia bacteriana as células epiteliais
do hospedeiro (Hynes et al.; 2010).

Alguns estudos ja relataram a capacidade do EGB se ligar ao fibrinogénio (Fbg) a partir
do isolamento do gene fbsA (Schubert et al.; 2012). O fibrinogénio é uma proteina humana
plasmaética, envolvida no sistema de cascata de coagulacao atraves da sua conversao em fibrina
insoltvel. A sintese do fibrinogénio é regulada durante a inflamacéo tecidual ou sob a exposi¢do
do tecido ao estresse e infeccOes sistémicas (Davis et al.; 2001; Mosesson.; 2005). Dados
publicados demonstraram que amostras mutantes para fbsA perderam a capacidade de se ligar
ao fibrinogénio ou de induzir a agregacdo plaquetaria quando comparadas as amostras néo-
mutadas (Pietrocola et al.; 2004). Estudo publicado em 2004, demonstrou uma outra variacéo
de proteina ligante ao fibrinogénio, codificada pelo gene fbsB. Esses dois genes foram
amplificados na amostra GBS90356 utilizada no presente estudo.

Além disso, a presenca da lipoproteina Lmb na superficie do EGB medeia a aderéncia
do patdgeno a laminina humana. Pesquisas verificaram que amostras de EGB mutantes para o
gene Imb (ALmb) apresentaram uma menor taxa de aderéncia a laminina placental humana,
indicando que a Lmb possui ligacdo direta com a capacidade invasiva do EGB em neonatos
(Spellerberg et al., 1999). Tais propriedades de interacdo com proteinas da matriz extracelular
possivelmente favorecem a aderéncia a superficie celular pelo EGB, podendo induzir alteragdes
relevantes na capacidade invasiva do patdgeno em células hospedeiras, em tecidos danificados
e coagulos sanguineos (O’Neill et al.; 2008; Bonifati et al.; 2008).

Analisando a linhagem genética da amostra amostra GBS90356 que apresenta 0 gene
hvgA (ST-17), podemos considera-la como hiperinvasiva (Hoshina et al.; 2002). Experimentos
realizados atraves da técnica de MLST foram capazes de demonstrar que a sequéncia ST-17
define um clone com "altamente virulento e invasivo", caracteristica presente na maioria das
amostras pertencentes ao tipo capsular I1l, muito associada as infec¢Bes invasivas neonatais
(Lamy et al.; 2006). Dados publicados pelo nosso grupo demonstraram a elevada capacidade
invasiva da amostra GBS90356 em diferentes linhagens celulares (Costa et al.; 2011; Soares et
al:; 2013), corroborando os dados de outras pesquisas de que as amostras classificadas como
tipo Il e ST-17 apresentam maior capacidade de viruléncia.

O gene hylB identificado na amostra GBS90356 € responsavel por codificar a protease
hialuronidase. Amostras de EGB mutantes para hialuronidase foram menos virulentas
comparadas as amostras selvagens (Yildirim, Fink, Lammler, 2002). O EGB também é um
patdgeno responsavel por infeccdo em outros seres vivos; em tilapias, a presencga do gene hylB

mostrou maior viruléncia do microrganismo, assim como o rapida disseminacéo e identificacdo
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de sinais clinicos graves como exoftalmia com opacidade da cornea, lesdes na pele e na base
das nadadeiras (Godoy et al., 2013).

Em relacéo as estruturas de pili, amostras de EGB de origem humana apresentam a ilha
pilus 1 em combinacdo com um dos variantes de PI-2 (podendo ser a ou b), tal caracteristica
foi confirmada pela técnica de PCR realizada na amostra GBS90356 utilizada neste trabalho
(Springman et al.; 2014). Os pili tem sido relatados como fatores que possibilitam a perpetuacéo
bacteriana através da capacidade de formacdo de biofilme. Os biofilmes podem ser
caracterizados como sistemas biologicos com um alto nivel de organizacdo onde a formacao
bacteriana é estruturada e coordenada em comunidades funcionais em uma matriz de
exopolissacarideos em superficies bidticas e abidticas (Pompilio et al.; 2008; Gomes et al.;
2009). Casos de infeccdo associados aos biofilmes bacterianos podem incluir infec¢bes
associadas a dispositivos médicos, como cateteres, valvulas cardiacas, proteses e articulacdes
artificiais e lentes de contato (Miranda et al.; 2018). A estrutura formada pelo biofilme
bacteriano confere protecdo aos microrganismos em relagdo a fagocitose pelas células do
sistema do sistema imune do hospedeiro, bem como protecdo em relacédo a ativacao do sistema
complemento (Schubert et al.; 2012; Fux et al.; 2005). Além disso, essa estrutura dificulta a
passagem dos antimicrobianos, uma vez que esses farmacos encontram dificuldade em
ultrapassar a matriz exopolimérica do biofilme (Zimmerli et al.; 2014). Sendo assim, diversos
estudos possuem como objetivo o estudo da capacidade de formacdo de biofilme pelo EGB,
inclusive relacionando o género Streptococcus a uma série de doengas bucais como céarie e
doenca periodontal (Pereira et al.; 2006). Estudo publicado pelo nosso grupo demonstrou que
a producéo de biofilme pelo EGB favoreceu o estabelecimento do processo infeccioso e que 0
pH &cido pode contribuir para 0 aumento da producéo de biofilme (Miranda et al.; 2018). Além
disso, a importancia de 5% de CO> para a producéo de biofilme por diferentes amostras de EGB
também foi previamente reportada (Bonsaglia et al., 2019).

A literatura disponivel nas bases de dados ainda salienta que mesmo 0s pacientes com
excelente resposta imune celular e humoral, infec¢des relacionadas a biofilmes bacterianos séo
raramente resolvidas pelos mecanismos de defesa do hospedeiro. Na realidade, essa forma de
infeccdo é geralmente crénica e de dificil tratamento, capaz de apresentar sintomas recorrentes,
inclusive apos ciclos de terapia com farmacos antimicrobianos. Esses episodios infecciosos,
muitas vezes sdo eliminados do organismo apenas com intervencao cirurgica ou com doses
muito elevadas de agentes quimioterdpicos. Dessa forma, o custo do tratamento destas
infeccbes € muito elevado (Archibald & Gaynes.; 1997 ; Costeron at al.; 1999; Potera et
al.;1999; Fux et al.; 2005).
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Podendo ser classificada como uma desordem metabdlica que afeta mais de 180 milhGes
de individuos em escala global (Johargy et al.; 2016), a diabetes mellitus é um frequente objeto
de estudo em trabalhos com o objetivo de controlar sua dispersao e de tratar suas complicacfes
(Rajagolapan, 2005). Pessoas diabéticas apresentam aumento da susceptibilidade as infecgdes
bacterianas, tal informalcdo tém sido atribuida a alguns fatores de risco como alteragdes
vasulares, nefropatia, neuroparia, obesidade, além de alteragdes presentes nas respostas imune
inata e humoral dos pacientes acometidos (Rajagolapan, 2005; Johargy, 2016). A diabetes é a
comorbidade mais frequente associada a infeccdo por EGB, todavia sdo escassos 0s estudos
com foco na interacdo desse microrganismo com modelos que mimetizem o organismo do
diabético. Em uma das primeiras pesquisas publicadas, em 1983, os autores descreveram a
maior susceptibilidade de animais diabéticos a infeccdo por EGB, assoaciada a bacteremia
prolongada (Edwards e Guselier, 1983).

Em pacientes diabéticos, ocorre a perda de massa corporal decorrente da insuficiéncia
de insulina nessa populagdo. As células do individuo acometido tornam-se incapazes de obter
glicose e utilizam outros subtratos como forma de energia para o seu metabolismo, como
exemplo proteinas e gorduras (American Diabetes Association, 2011). Estudos evidenciaram
que a associacdo entre infeccBes bacterianas e diabetes € capaz de elevar a perda de peso
promovidas por alteracdes no equilibrio metabolico-endécrino do individuo hospedeiro
(Rayfield et al.; 1982). Nossos resultados utilizando o modelo de infecgéo cronica corroboraram
essa informacao, evidenciando a perda de massa corporal do animais, mesmo sendo mantida a
mesma dieta padrdo em todos os grupos do experimento.

Os primeiros modelos de infec¢cdo murina com EGB foram publicados em 2005, todavia
esses modelos focaram na infecgédo por via vaginal, mimetizando o modelo de infeccéo de curto
prazo, apenas varios anos depois, um modelo murino de colonizacéo vaginal, de longo prazo,
por EGB foi desenvolvido para analisar fatores bacterianos e fatores relacionados com o
hospedeiro (Cheng et al.; 2005). Os modelos de infeccdo escolhidos para realizagdo neste
estudo simularam duas das principais vias de infeccdo naturalmente utilizadas pelo patogeno.
A via intranasal € utilizada pelo patdgeno no momento do nascimento do bebé via parto normal,
momento no qual o bebé pode aspirar o liquido amniético contaminado pelo EGB. Em
contrapartida, o0 modelo de infecgdo intraperitoneal mimetiza 0 momento que o EGB atinge a
corrente sanguinea e se dissemina para os diversos orgao do organismo. Apdés a infec¢do nos
dois modelos, 0 EGB foi capaz de se estabelecer nos 6rgaos-alvo através da corrente sanguinea,
demonstrando a viabilidade dos dois modelos de infeccdo implantados em nosso laboratorio

durante o desenvolvimento deste projeto de dissertacdo. Estudos prévios publicados em modelo
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de tilapias, demonstraram a presenca de col6nias em diversos 6rgaos como rins, baco, cérebro
e figado. As bactérias apresentaram a capacidade de causar necrose local, invadir e se
multiplicar dentro dos fagdcitos do hospedeiro (Marcusso et al.; 2014).

De acordo com Ullet e colaboradores em 2009, em até 3,5% das gestacdes, 0 EGB se
dissemina para a bexiga causando infec¢do do trato urinario e bacteriuria assintomérica (Ullet
et al.; 2009). A bacteridria por EGB durante o periodo da gravidez esta associada a um risco
aumentado de diversas complicacGes, como exemplo: febre intraparto, corioamnionite, parto
prematura e ruptura prematura de membranas (Kessous et al.; 2012). Nosso modelo de infec¢éo
cronica, apos 5 semanas de infeccdo, através da infecgdo intranasal demonstrou a persisténcia
do EGB nos rins e bexiga dos animais DI, apresentando diferenca significativa em relacdo ao
grupo NDI. No modelo de infec¢do aguda, 5 dias, demonstrou a persisténcia de EGB nos grupos
DI com as diferentes amostras estudadas (GBS90356, COH1 e GBS90356AbspC), porém sem
diferenca significativa entre os grupo NDI e os DI. Contudo, até 0 momento, ndo existem
publicacdes disponiveis na literatura que auxiliem na discussao dos resultados obtidos. Sendo
assim, este trabalho demonstrou pela primeira vez que os modelos de inoculagéo intranasal e
intraperitoneal sdo adequados para a analise do processo de infeccdo por EGB em modelo
murino. Nosso trabalho evidenciou também o papel da diabetes no processo de infeccdo do
EGB com foco na disseminacdo para os 6rgaos do trato urogenitario, contribuindo para o
melhor entendimento da patogénese ocasionada pela infeccdo do EGB em individuos
diabéticos.

Silvestre e colaboradores (2020) evidenciaram que todas as 38 amostras de EGB
apresentaram maior capacidade de formacao de biofilme ap6s a incubacdo em meio acrescido
de 1% de glicose e na presenca de 5% de CO? ap6s 48 h. O efeito da presenca da glicose no
meio de cultura foi relacionada com a acidificacdo do meio decorrente da producdo metabélica
de &cidos pelo microrganismo. Os ensaios de producdo de biofilme apresentado em nosso
estudo, a capacidade de formacdo de biofilme no meio padronizado TSB foi realizado na
auséncia e na presenca de glicose como forma de mimetizar o microambiente hiperglicémico
de individuo diabético. As amostras GBS90356 e GBS90356AbspC apresentaram maior
potencial de formacédo de biofilme no meio sem adigéo de glicose (normoglicémico), enquanto
a amostra COH1 apresentou maior potencial de formacéo de biofilme em TSB hiperglicémico.
Contudo, as amostras GBS90356 e COH1 recuperadas do grupo NDI mantiveram 0 Seu
potencial de formagéo de biofilme, enquanto a amostra GBS90356AbspC presentou uma
producéo de biofilme menor. Interessantemente, todas as amostras evidenciaram um padrdo de

formacéo de biofilme alterado negativamente no grupo DI.
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Sendo assim, os resultados dos nossos trabalhos apresentam uma forma diferenciada de
estudar as infeccGes da amostra patogénica GBS90356, bem como as mutantes classificadas
com ST-17, através do modelo murino de carater cronico e agudo. Além disso, envidenciou-se
a capacidade de formacdo de biofilme das amostras analisadas, apresentando, dessa forma, mais
um importante fator para a persisténcia do microorganismo nos sistemas biologicos do

hospedeiro acometido pela infecgdo do patégeno EGB.
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CONCLUSOES

De acordo com os dados apresentados neste estudo podemos concluir que:

a)

b)

f)

9)

h)

A amostra GBS90356 pertencente ao tipo capsular 11l ST17 apresentou 0s
seguintes genes de viruléncia: Imb, ghbs2018, PI-1, PI-2b, fhsA, fbsB e hylB,
dentre os fatores avaliados o Unico ndo presente foi o gente Pl-1a;

A técnica de PCR implementada foi capaz de identificar as amostras recuperadas
dos animais eutanasiados;

O modelo de inducédo a diabetes através da estreptozotocina tanto nos animais
da linhagem Swiss Webster e da linhagem Black C57BL-6;

Ambas as vias de infeccdo implementadas (intranasal e intraperitoneal) foram
bem sucedidas, possibilitando a disseminagéo bacteriana nos animais;

Ambos os grupos diabéticos (infectados e ndo infectados) apresentaram perda
de massa corporal em comparacdo com 0s grupos controle do experimento;

A disseminacdo bacteriana foi capaz de alcancar os 6rgdos alvo rim e pulméo
tanto no modelo cronico;

O modelo agudo de infeccdo evidenciou a auséncia do patégeno no sangue e na
urina dos animais:

As amostras bacterianas GBS90356, COH1 e GBS90356AbspC foram capazes

de produzir biofilme das diferentes condi¢c6es analisadas neste estudo.
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