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RESUMO

As infecg¢des do trato urinario (ITUs) estdo entre as mais comuns na pratica clinica e
configuram um importante problema de saude publica. Estimativas apontam que, em
2019, aproximadamente 400 milhées de casos de ITUs foram registrados em todo o
mundo. Frequentemente causadas por bactérias como Escherichia coli, Klebsiella
spp., Proteus mirabilis e Staphylococcus saprophyticus, essas infecgdes estdo cada
vez mais associadas ao aumento da resisténcia aos antimicrobianos. O tempo
necessario para o diagnodstico utilizando métodos convencionais é consideravel,
muitas vezes levando ao inicio empirico do tratamento, geralmente com o uso de
antibioticos de amplo espectro, tal conduta contribui para o aumento da resisténcia
antimicrobiana, que representa um dos principais problemas de saude publica
atualmente. Considerando a necessidade de métodos diagndsticos mais rapidos, este
trabalho investigou a capacidade de trés anticorpos policlonais, desenvolvidos a partir
de trés epitopos distintos de proteinas associadas a parede celular de S.
saprophyticus, em reconhecer outras bactérias uropatogénicas. Para isso, isolados de
E.coli, K. pneumoniae, K. variicola € P. mirabilis foram submetidos ao protocolo
adaptado da técnica On-Cell Western, a qual envolve incubacdo com anticorpos
primarios e secundarios diretamente em células intactas, sem a necessidade de
extragcdo proteica, seguida de detec¢do por quimioluminescéncia. Os resultados
demonstraram que os anticorpos foram capazes de reconhecer E.coli, K. pneumoniae
e K. variicola, sugerindo que os epitopos utilizados, sao estruturalmente conservados
entre elas. A avaliagcado experimental de P. mirabilis, por sua vez, exigiu interpretacéo
cautelosa, devido a presenga de sinal no controle negativo. Quando aplicados a
Candida albicans, microrganismo que pode integrar a microbiota humana e atuar
como uropatégeno oportunista em situagdes de desequilibrio imunolégico, nao foi
observado reconhecimento, o que reforca a especificidade dos anticorpos para
antigenos de origem bacteriana. Em conjunto, os achados obtidos reforcam a
relevancia da abordagem imunodiagnostica baseada em anticorpos como estratégia
promissora para a detecgao de bactérias uropatogénicas e para o desenvolvimento
futuro de métodos diagndsticos mais rapidos aplicados as ITUs, com possiveis
contribuicdes para a melhoria da conduta clinica e para a promog¢éo do uso racional

de antimicrobianos.
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ABSTRACT

Urinary tract infections (UTIs) are among the most common infections in clinical
practice and represent a major public health concern. Estimates indicate that, in 2019,
approximately 400 million cases of UTls were reported worldwide. Frequently caused
by bacteria such as Escherichia coli, Klebsiella spp., Proteus mirabilis, and
Staphylococcus saprophyticus, these infections have become increasingly associated
with the rise in antimicrobial resistance. The time required for diagnosis using
conventional methods is considerable, often leading to the empirical initiation of
treatment, generally with broad-spectrum antibiotics; this practice contributes to the
increase in antimicrobial resistance, which currently represents one of the main public
health problems worldwide. Considering the need for faster diagnostic methods, this
study investigated the ability of three polyclonal antibodies, developed from three
distinct epitopes of S. saprophyticus cell wall-associated proteins, to recognize other
uropathogenic bacteria. To this end, isolates of E. coli, K. pneumoniae, K. variicola,
and P. mirabilis were subjected to an adapted On-Cell Western protocol, which involves
incubation with primary and secondary antibodies directly on intact cells, without the
need for protein extraction, followed by chemiluminescent detection. The results
demonstrated that the antibodies were able to recognize E. coli, K. pneumoniae, and
K. variicola, suggesting that the epitopes used are structurally conserved among these
species. The experimental evaluation of P. mirabilis, in turn, required cautious
interpretation due to the presence of signal in the negative control. When applied to
Candida albicans, a microorganism that may be part of the human microbiota and act
as an opportunistic uropathogen under conditions of immunological imbalance, no
recognition was observed, reinforcing the specificity of the antibodies for antigens of
bacterial origin. Taken together, these findings highlight the relevance of an antibody-
based immunodiagnostic approach as a promising strategy for the detection of
uropathogenic bacteria and for the future development of faster diagnostic methods for
UTls, with potential contributions to improved clinical management and to the

promotion of the rational use of antimicrobials.

Keywords: Urinary tract infections; uropathogenic bacteria; immunodiagnosis.
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1 INTRODUGAO

As infecgdes do trato urinario (ITUs) sdo um desafio de saude global, figurando
entre as infecgdes mais frequentes e acometendo milhdes de pessoas em todo o
mundo (Oztiirk; Murt, 2020). Podem ocorrer em ambientes hospitalares ou na
comunidade, apresentando manifestagdes clinicas que vao desde leve desconforto
até complicagbes graves, como a sepse (Steiger; Comito; Nicolau, 2017). llustrando
essa gravidade potencial, um estudo abrangente que analisou mais de 422 mil
hospitalizagdes por sepse grave ou choque séptico identificou que, em 42% dos

casos, a ITU foi o foco infeccioso primario (Hatfield et al., 2018).

De acordo com estimativas do Global Burden of Disease Study 2019 (GBD
2019), um estudo colaborativo que avalia a carga global de doencas, as ITUs foram
responsaveis, nesse ano, por aproximadamente 404,6 milhdes de casos e 236.790
obitos em todo o mundo. O estudo revelou ainda que as mulheres apresentam uma
probabilidade 3,6 vezes maior de desenvolver uma ITU em comparagdo aos homens
da mesma idade (Yang et al.,, 2022). Embora as maiores taxas de incidéncia
padronizada por idade (ASIR) sejam observadas em regides de alto indice
sociodemografico (SDI), a mortalidade e a carga das ITUs, em anos de vida ajustados
por incapacidade permanecem particularmente elevadas em paises de baixo e baixo-
médio SDI, refletindo desigualdades no acesso ao diagnéstico e ao tratamento (Yang
et al., 2022), o que se traduz em significativo impacto clinico para os pacientes e
econdmico para os servi¢os de saude, dado o custo elevado com internagdes, exames
diagnosticos e tratamento prolongado (Steiger; Comito; Nicolau, 2017). Esses
achados sao ilustrados na Figura 1, que apresenta a incidéncia de ITUs entre 1990 e

2019, estratificada por sexo e categorias de SDI (Yang et al., 2022).
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Figura 1 - Incidéncia de infecgoes do trato urinario (ITUs) entre 1990 e 2019, segundo sexo e
indice sociodemografico (SDI). O grafico de area representa o nimero absoluto de casos incidentes
de ITU por ano, estratificado por sexo e categorias de SDI, enquanto a linha apresenta a taxa de
incidéncia padronizada por idade (ASIR) por 100.000 habitantes.

Fonte: Adaptado de Yang et al. (2022).

Conforme evidenciado na Figura 1, a incidéncia absoluta de casos de ITUs
mostrou um aumento progressivo entre 1990 e 2019 (Yang 2022). Entretanto, esse
crescimento ocorreu em paralelo a uma taxa de incidéncia padronizada por idade
(ASIR) relativamente estavel (Yang et al., 2022). De acordo com as analises
estratificadas por idade e indice sociodemografico apresentadas por Yang et al.,
(2022), esse aumento absoluto de casos esta fortemente associado ao crescimento e
ao envelhecimento da populagdo mundial, com maior impacto em sociedades com
maior expectativa de vida, em decorréncia do envelhecimento populacional (Yang et
al., 2022). Além disso, a incidéncia permanece sistematicamente mais elevada em
mulheres, o0 que se relaciona, em grande parte, a fatores anatémicos e fisioldgicos: a
uretra feminina, mais curta e préxima da regiéo anal, favorece o acesso bacteriano ao
trato urinario (Vasudevan, 2014). Estima-se que cerca de 50% das mulheres

apresentarao pelo menos um episddio de ITU ao longo da vida (Foxman, 2002).

O desequilibrio da microbiota vaginal “saudavel”’, geralmente caracterizado
pela redugao de Lactobacillus spp., género responsavel pela produgao de acido latico
que reduz o pH vaginal e previne a proliferagao de bactérias uropatogénicas, também
tem sido associado a maior susceptibilidade as ITUs (Greenbaum et al., 2019;
Stapleton et al., 2011). Ademais, altera¢gdes hormonais ao longo da vida reprodutiva
feminina também modulam o risco de ITU. Na gestacao, a dilatagao ureteral induzida

pela progesterona, combinada com a compressao mecanica do ureter pelo utero
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gravidico, leva ao aumento do volume residual na bexiga e a estase urinaria,
favorecendo refluxo vesicoureteral e a ocorréncia da infecgao (American College of
Obstetricians and Gynecologists (ACOG), 2023). Na pos-menopausa, por outro lado,
a reducédo dos niveis de estrogénio leva a menor produc¢ao de glicogénio no epitélio
vaginal, a elevagdo do pH e a reducdo das espécies de Lactobacillus spp.,
aumentando a susceptibilidade a ITUs (Anton et al., 2025). Outros fatores, como
histérico prévio de ITU, uso de cateteres urinarios, condi¢des metabdlicas como o
diabetes e estados de imunossupressao, também contribuem para elevar o risco de

infeccao (Timm; Russell; Hultgren, 2025).

Do ponto de vista econémico, as ITUs representam um grande desafio,
especialmente para a saude publica, em razdo dos custos associados ao manejo
dessas infecgdes (Steiger; Comito; Nicolau, 2017). Esse impacto financeiro torna-se
ainda mais expressivo quando o quadro clinico € complicado por desfechos graves,
como sepse, necessidade de internagdo em unidade de terapia intensiva (UTI) ou
falha terapéutica, situacdes em que se observam aumento nas taxas de hospitalizacao
e prolongamento da permanéncia hospitalar, frequentemente relacionados a
crescente prevaléncia de isolados bacterianos resistentes aos antimicrobianos
(Steiger; Comito; Nicolau, 2017). Para exemplificar, apenas em 2018, os Estados
Unidos registraram 2.837.385 hospitalizagdes com diagnostico de ITU (Zilberberg et
al., 2022), e nesse contexto, Carreno et al. (2019) estimaram que os custos medianos
em 30 dias para pacientes hospitalizados por ITU complicada alcangaram
aproximadamente US$ 13.000 por caso, considerando despesas registradas nos
planos de saude norte-americanos (Carreno et al., 2019). Ja no Brasil, um estudo
observacional baseado nos dados do Sistema de Informacgdes Hospitalares do SUS
(SIH/DATASUS) identificou, entre 2018 e 2022, 75.213 internagcbes por cistite
(infecgdes isoladas da bexiga), com predominio no sexo feminino (64,7%), maior
frequéncia em idosos, média de permanéncia hospitalar de 4,8 dias e maior

concentragao de registros na regiao Sudeste (30,5%) (Moura et al., 2024).

Além dos indicadores de internacido e dos custos diretos, as ITUs recorrentes
também afetam a qualidade de vida. Em mulheres atendidas em ambulatério no Brasil,
a presenca de infecgdes urinarias recorrentes esteve associada a piores escores de
qualidade de vida, principalmente nos dominios fisico e psicolégico, com redugao de

energia, pior autoestima e menor participagdo em atividades de lazer (Lourengao et
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al., 2024). Considera-se infecgado do trato urinario recorrente a ocorréncia de trés
episoddios de ITU com culturas de urina positivas nos ultimos 12 meses ou de dois
episodios nos ultimos seis meses (Malik; Wu; Zimmern, 2018). Embora os dados
disponiveis provavelmente subestimem o real fardo das ITUs, o impacto destas
infeccbes sobre os individuos, sociedade e sistema de saude é evidente (Timm;
Russell; Hultgren, 2025).

1.1 Classificagao e Patogénese das ITUs

As ITUs correspondem a processos infecciosos que desencadeiam reagoes
inflamatorias em diferentes segmentos do trato urinario, sendo geralmente
classificadas como superiores ou inferiores, de acordo com a localizagao anatémica
da infeccdo (Mancuso et al., 2024). Entre as formas clinicas mais comuns estao a
uretrite, que afeta a uretra; a cistite, restrita a bexiga e associada a sintomas como
disuria, urgéncia e frequéncia urinaria aumentadas, além de desconforto suprapubico;
e a pielonefrite, que acomete os rins e se caracteriza por febre, calafrios e dor no
flanco (Klein; Hultgren, 2020). Embora as ITUs sejam predominantemente de etiologia
bacteriana, também podem ser causadas por agentes fungicos, parasitarios ou virais
(Amdekar; Singh; Singh, 2011).

Clinicamente, essas infec¢des sédo ainda classificadas como ndo complicadas
ou complicadas. De modo geral, ITUs ndo complicadas ocorrem em individuos
saudaveis, sem anormalidades estruturais ou disfun¢gdes neurolégicas que
comprometam o trato urinario (Hooton, 2012). Em contraste, as ITUs complicadas s&o
aquelas associadas a alteragbes anatdbmicas ou funcionais do trato geniturinario, a
presenca de comorbidades ou fatores de risco que aumentam a probabilidade de
infeccdo, como cateterizagdo urinaria, anormalidades metabdlicas ou neuroldgicas
que afetam o trato urinario, interrupcéo do fluxo urinario normal (por exemplo, por

obstrugéo ou retengao urinaria), imunossupressao ou gravidez (Hooton, 2012).

Em geral, as ITUs se iniciam com a contaminagdo da regiao periuretral por

uropatdégenos provenientes do intestino (Flores-Mireles et al.,, 2015). A partir da
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fixacdo do microrganismo na superficie epitelial, ocorre a colonizagdo da uretra e,
posteriormente, a migracdo em diregao a bexiga, processo que depende da expressao
de estruturas de motilidade, como flagelos e fatores de adesao, como pili (fimbrias)
(Flores-Mireles et al., 2015). Uma vez na bexiga, o desfecho da infeccdo dependera
das interagbes complexas entre o patégeno e as defesas do hospedeiro, que
determinardao se os microrganismos serao eliminados pela miccéo e pela resposta
imune ou se conseguirdo estabelecer-se e colonizar o local (Flores-Mireles et al.,
2015). Caso a colonizagao se consolide, as bactérias se aderem ao urotélio, invadem
as células uroteliais superficiais, multiplicam-se e desencadeiam uma resposta
inflamatdria intensa, mediada principalmente por neutrdéfilos (Flores-Mireles et al.,
2015; Klein; Hultgren, 2020).

Alguns patdgenos, entretanto, sdo capazes de subverter essas defesas por
meio da producéao de toxinas, sideroforos, adesinas e pela formagao de biofilmes, o
que favorecem sua multiplicacao, persisténcia e evasado da resposta imune no trato
urinario (Flores-Mireles et al., 2015; Timm; Russell; Hultgren, 2025). Quando essas
barreiras protetoras sdo vencidas, os microrganismos podem ascender para o trato
urinario superior, alcangando os rins e ocasionando pielonefrite. Em casos mais
graves e se nao tratados adequadamente, a infec¢cado pode progredir para bacteremia,

com potencial risco de sepse (Figura 2) (Flores-Mireles et al., 2015).
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Figura 2 - Patogénese das infecgdes do trato urinario. a. Representacdo esquematica das principais
etapas de uma ITU: (1) contaminagao da regido periuretral por uropatégenos intestinais; (2) colonizagao
da uretra e migragéo para a bexiga; (3) adeséo e invasao do urotélio; (4) resposta inflamatéria com
infiltracdo de neutrdfilos; (5) multiplicagéo bacteriana e subversdo do sistema imune; (6) formacéo de
biofilme; (7) produgdo de toxinas e proteases que induzem danos as células hospedeiras; (8) ascensao
ao trato urinario superior; (9) colonizagdo dos rins; (10) producao de toxinas bacterianas e danos ao
tecido hospedeiro; (11) se ndo tratada, a infecgdo pode progredir para bacteremia ao cruzar a barreira
de células epiteliais tubulares. b. Infeccdo associada a um cateter, destaca-se a deposicdo de
fibrinogénio diretamente na superficie do dispositivo, facilitando a formacdo de biofimes e,
consequentemente a infecgao.

Fonte: Adaptado de Flores-Mireles et al., 2015.

A sequéncia temporal desses eventos foi caracterizada em maior detalhe em
modelos murinos de infecgao por Escherichia coli uropatogénica (UPEC). Em modelos
experimentais de cistite, Mulvey et al. (1998) demonstraram, por meio da quantificagao
seriada de unidades formadoras de colonia (UFC) intracelulares resistentes ao

tratamento com gentamicina, que, nas primeiras horas apés a inoculagao, as bactérias
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aderem ao urotélio vesical, invadem as células uroteliais superficiais e passam
progressivamente a localizar-se em compartimentos intracelulares, de modo que, por
volta de 12 horas pdés-infecgdo, a maior parte da carga bacteriana remanescente na
bexiga ja se encontra em localizagdo intracelular, organizada em comunidades
bacterianas intracelulares (CBls) (Mulvey et al., 1998; Mysorekar; Hultgren, 2006).
Nos dias subsequentes, a resposta imune e a micgao contribuem para a eliminagao
das bactérias livres no lumen vesical, de modo que muitos animais apresentam
cultura-negativa, sugerindo resolugcdo da infeccdo, embora persistam focos de

bactérias viaveis no epitélio (Mulvey et al., 1998; Mysorekar; Hultgren, 2006).

A partir de cerca de duas semanas poés-infeccdo, esses focos residuais sao
observados como pequenos agrupamentos de UPEC em vesiculas endossomais
positivas para Proteina 1 de Membrana Associada ao Lisossomo (Lamp-1),
caracterizando reservatorios intracelulares quiescentes capazes de permanecer por
varias semanas no urotélio, mesmo na auséncia de bacteriuria detectavel, isto €, de
bactérias viaveis na urina identificadas por cultura quantitativa, ou de sinais clinicos
evidentes (Mysorekar; Hultgren, 2006). Quando a renovagao epitelial €
experimentalmente induzida nesse periodo, ocorre reemergéncia rapida de bacteriuria
e inflamacdo vesical, mimetizando episédios de recorréncia a partir desses
reservatorios (Mysorekar; Hultgren, 2006). Esses achados sustentam o modelo em
que a ITU por UPEC nao é apenas um evento agudo autolimitado, mas pode evoluir
para um estado de persisténcia intracelular com potencial para recidivas ao longo do

tempo (Mysorekar; Hultgren, 2006).

1.2 Bactérias comumente associadas as ITUs

Diversas bactérias, incluindo espécies Gram-negativas e Gram-positivas,
podem causar ITUs, sendo E. coliuropatogénica (UPEC) o patégeno mais
frequentemente envolvido (Flores-Mireles et al., 2015). Estima-se que UPEC seja

responsavel por aproximadamente 75% das ITUs ndo complicadas e cerca de 65%
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das ITUs complicadas (Flores-Mireles et al., 2015; Timm; Russell; Hultgren, 2025).
Entre os demais uropatdégenos bacterianos, destacam-se espécies dos géneros
Klebsiella (como Klebsiella pneumoniae e Klebsiella variicola), Proteus, em especial
Proteus mirabilis, e Staphylococcus saprophyticus (Amdekar; Singh; Singh, 2011;
Yelin et al., 2019). Em cenarios especificos, sobretudo em ITUs complicadas ou
associadas a dispositivos, outros microrganismos, como Enterococcus faecalis e
outras espécies de Enterococcus, Pseudomonas aeruginosa, Streptococcus do grupo
B, Staphylococcus aureus e Candida spp., também podem atuar como agentes
etiolégicos (Flores-Mireles et al., 2015). Grande parte desses uropatégenos utilizam
mecanismos de viruléncia comuns, como adesinas, flagelos, sistemas de aquisi¢ao
de ions metalicos, toxinas e formacao de biofilmes, que favorecem a colonizagao do
trato urinario e a persisténcia da infec¢ao (Flores-Mireles et al., 2015; Timm; Russell;
Hultgren, 2025).

Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa, comum da microbiota intestinal
humana (Denamur et al., 2021). Cepas comensais raramente causam doengas,
exceto em hospedeiros imunocomprometidos ou em situagbées em que ha algum
comprometimento das barreiras gastrointestinais (Kaper; Nataro; Mobley, 2004).
Entretanto, determinadas linhagens de E. coli adquiriram conjuntos especificos de
fatores de viruléncia que Ihes permitem causar tanto doencas extraintestinais, como
ITUs, infecgcdes pulmonares, de pele e bacteremia, quanto infecgdes intestinais,
incluindo quadros de diarreia e sindrome hemolitico-urémica (SHU) (Denamur et al.,
2021).

Com base nos mecanismos de viruléncia e nas manifestagdes clinicas no
hospedeiro, as linhagens patogénicas de E. coli sao tradicionalmente agrupadas em
diferentes patétipos, entre os quais se destacam: |. E. coli enteropatogénica (EPEC)
— associada a diarreia infantil e em animais; Il. E. coli entero-hemorragica (EHEC) —
responsavel por colite hemorragica e sindrome hemolitico-urémica (SHU); Ill. E. coli
enterotoxigénica (ETEC) — causa da diarreia do viajante e de diarreia em suinos e
bovinos; IV. E. coli enteroagregativa (EAEC) — associada a diarreia persistente em
humanos; V. E. coli enteroinvasiva (EIEC) — causa diarreia aquosa e disenteria; VI. E.
coli uropatogénica (UPEC) — principal agente de infecgdes do trato urinario (ITUs) em
humanos e animais; VII. meningite neonatal E. coli (NMEC) — associada a meningite

e sepse em recém-nascidos (Palaniappan et al., 2006). Cada patétipo reune uma



25

combinagao particular de fatores de viruléncia que favorece uma patogénese
especifica, direcionada a um nicho definido dentro do hospedeiro (Kaper; Nataro;
Mobley, 2004).

Entre esses patdtipos, E. coli uropatogénica (UPEC) é responsavel por pelo
menos 80% das ITUs adquiridas na comunidade (Lee; Lee; Choe, 2018). UPEC se
diferencia das cepas comensais de E. coli pela sua capacidade de expressar um
repertorio ampliado de fatores de viruléncia, como flagelos, polissacarideo capsular
(CPS), proteinas da membrana externa, diferentes fimbrias (como pili tipo 1 e pili P),
toxinas, sistemas de aquisi¢cao de ferro e produgao de biofilme (Mancuso et al., 2023;
Shah et al., 2019). Em conjunto, esses mecanismos favorecem a migracéo da bactéria
do intestino para o trato urinario apés contaminagéo fecal da regido periuretral,
permitindo sua adesao e invasao das células uroteliais, garantindo assim a

colonizacao e a persisténcia no trato urinario (Shah et al., 2019).

K. pneumoniae, embora menos prevalente que UPEC, tem ganhado destaque
como importante uropatégeno, sobretudo em infecgdes nosocominais € em ITUs
complicadas (Schroll et al., 2010). Trata-se de uma bactéria oportunista, Gram-
negativa, que pode integrar a microbiota normal, sendo comumente encontrada no
trato gastrointestinal humano (Ring et al., 2023). Ainda que possa estar presente como
componente comensal em individuos saudaveis, K. pneumoniae tem o potencial para
se tornar patogénica e causar infecgbes graves, especialmente em hospedeiros
imunocomprometidos, estando associada a infecgdes respiratorias, bacteremia e,
principalmente, infecgdes do trato urinario, sendo este ultimo o local mais comum de
infeccdo (Podschun; Ullmann, 1998). Em um estudo realizado nos Estados Unidos,
que avaliou 270.552 isolados urinarios positivos para Klebsiella spp., 250.719 foram
identificados como K. pneumoniae, evidenciando sua participagdo expressiva em
casos de ITU (Kaye et al., 2024). De forma semelhante, estudo conduzido em Bagda,
no Iraque, relatou prevaléncia de 80% de K. pneumoniae entre pacientes com ITU,
com maior predominancia em individuos acima de 60 anos (Abdalhadi, 2024).

Assim como UPEC, K. pneumoniae utiliza-se de fimbrias para aderéncia ao
urotélio, formacéo de biofilmes e colonizacdo da bexiga (Schroll et al., 2010). Além
disso, sua patogenicidade é atribuida a um conjunto de fatores de viruléncia que inclui

polissacarideo capsular (CPS), lipopolissacarideo (LPS), adesinas e sistemas de
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aquisicao de ferro (Ochonska; Brzychczy-Witoch, 2024). Como consequéncia, essa
espécie desempenha um papel relevante no desenvolvimento de infecgdes
nosocomiais, em particular pela capacidade de formar biofiimes em dispositivos

médicos, especialmente cateteres urinarios (Schroll et al., 2010).

Ainda pouco conhecida em relagdo a outros uropatdgenos, a espécie K.
variicola tem sido cada vez mais encontrada em ambientes clinicos, incluindo como
causa de ITUs. Inicialmente descrita como parte dos microbiomas vegetais, essa
espécie se tornou um patégeno humano emergente, com caracteristicas genéticas e
fenotipicas muito semelhantes as de K. pneumoniae, o que muitas vezes dificulta sua
identificacéo correta (Nucci et al., 2023). Os fatores de viruléncia que contribuem para
as ITUs incluem a capsula, um fator de viruléncia classico em espécies de
Klebsiella, além de fimbrias, producdo de sideréforos e a presenca de genes de

resisténcia, como B-lactamases e bombas de efluxo (Potter et al., 2018).

S. saprophyticus é outro agente etiologico de destaque no contexto das ITUs.
Trata-se de uma bactéria Gram-positiva, coagulase-negativa, que pode integrar o
microbioma humano, mas que esta frequentemente associado a ITUs néao
complicadas, sobretudo episddios de cistite em mulheres jovens sexualmente ativas
(Mancuso et al., 2023; Raz; Colodner; Kunin, 2005). Essa espécie é responsavel por
até 40% das infecgbes urinarias em mulheres jovens, configurando-se como a
segunda causa mais comum de ITU comunitaria nesse grupo etario, apés E. coli
(Mancuso et al., 2023; Raz; Colodner; Kunin, 2005). Os principais fatores de viruléncia
descritos para S. saprophyticus incluem proteinas de superficie com fungédo adesina,
como Aas (Autolysin Adhesion Surface Protein), UafA/UafB (Urothelium-Adhesive
Factors A and B) e Sdrl (Serine-Aspartate Repeat Protein |). Aas se liga a fibronectina
e ao urotélio de ureteres; UafA e UafB mediam a adesédo ao epitélio vesical e a
componentes da matriz extracelular; Sdrl interage com colageno, favorecendo a
colonizagao do trato urinario (Govindarajan; Kandaswamy, 2022; Kline; Lewis, 2016;
Mancuso et al.,, 2023). Além disso, a producdo de urease € uma caracteristica
marcante desse microrganismo, promovendo a hidrolise da ureia e o aumento do pH
urinario. Essa alcalinizacao favorece a precipitacao de sais e a formagao de calculos
urinarios, contribuindo para a persisténcia deste microrganismo na bexiga e nos rins
(Gatermann; John; Marre, 1989; Mancuso et al., 2023).
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Entre os uropatdégenos frequentemente isolados em culturas de urina, destaca-
se também P. mirabilis, amplamente reconhecido como causador de ITUs adquiridas
na comunidade e importante agente etioldgico de ITUs nosocomiais, em especial das
infeccdes do trato urinario associadas a cateter (ITUAC) (Armbruster; Mobley, 2012;
Danilo de Oliveira et al., 2021). Trata-se de uma bactéria Gram-negativa cuja
patogenicidade esta relacionada a um repertério amplo de fatores de viruléncia,
incluindo a formacgao de biofilme, multiplos tipos de fimbrias que favorecem a adesao
as células uroteliais e a colonizagdo da bexiga e dos rins, além de sistemas de
aquisicao de ferro (Armbruster; Mobley, 2012; Danilo de Oliveira et al., 2021)
(Mancuso et al., 2023). Em estudo brasileiro com isolados de ITU adquirida na
comunidade, todos os isolados de P. mirabilis apresentaram genes associados a
producdo de hemolisina (hpmA), aglutinina toxica de Proteus (pta), protease ZapA,
diversas fimbrias (mrpA, pmfA, ucaA, atfA) e ao sistema de captagao de ferro IreA,
bem como elevada capacidade de formar biofilmes (Danilo de Oliveira et al., 2021).
Além disso, P. mirabilis produz urease em altos niveis, promovendo a hidrolise da ureia
e a alcalinizag¢ao da urina, o que favorece a precipitagao de cristais e a formacgao de
calculos, bem como a incrustagdo e obstru¢cdo de cateteres urinarios (Armbruster;
Mobley, 2012; Mobley; Belas, 1995). Em conjunto com a motilidade flagelar em
“swarming”, fendbmeno em que células curtas se diferenciam em formas alongadas e
hiperflageladas que se organizam em enxames multicelulares, promovendo
motilidade coordenada sobre superficies solidas (Armbruster; Mobley, 2012; Mobley;
Belas, 1995), esses fatores contribuem para a ascensao bacteriana ao trato urinario
superior e para a persisténcia da infecgao (Armbruster; Mobley, 2012; Mancuso et al.,
2023).

A importancia clinica desses microrganismos nao se limita a sua capacidade
de promover a infecgao. Além de apresentarem um amplo repertério de fatores de
viruléncia, as bactérias uropatogénicas tém exibido niveis crescentes de resisténcia
aos antimicrobianos utilizados no tratamento das ITUs, inserindo-se em um cenario
de resisténcia antimicrobiana e sendo reconhecidas como importante ameaca a saude
global (Costelloe et al., 2010; Li et al., 2022). Em nivel individual, o uso de antibiéticos
na atencao primaria para infecgdes respiratorias ou urinarias associa-se ao aumento
da probabilidade de selegao de bactérias resistentes, efeito que é mais intenso no

primeiro més apos o tratamento, podendo persistir por até 12 meses, contribuindo
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para a disseminagdo comunitaria de cepas resistentes (Costelloe et al., 2010). A
reducao da eficacia dos esquemas empiricos resulta em maior risco de falha
terapéutica, necessidade de internagcdo e aumento de morbidade e mortalidade,
especialmente em grupos vulneraveis, como idosos, gestantes, criangas pequenas,
pacientes imunocomprometidos, individuos com doengas crbnicas e pacientes
hospitalizados ou expostos a dispositivos invasivos, como cateteres urinarios (Storme
et al., 2019).

De acordo com estimativas globais de Li et al. (2022), baseadas no Global
Burden of Disease Study 2019 (GBD 2019), as ITUs associadas a resisténcia
antimicrobiana foram responsaveis, em 2019, por aproximadamente 64,89 mil mortes
atribuidas diretamente a resisténcia. E. coli e K. pneumoniae responderam juntas por
mais de 50% dessas mortes, com elevadas taxas de resisténcia a fluoroquinolonas,
carbapenémicos e cefalosporinas de terceira geracao (Li et al., 2022). No Brasil,
Galvao et al. (2023) avaliaram isolados de E. coli e K. pneumoniae provenientes de
ITUs de origem comunitaria e observaram que 46,2% das cepas de E. coli eram
resistentes a ampicilina, 9,4% a cefalexina e 6,5% a cefuroxima, enquanto K.
pneumoniae apresentou resisténcia de 23,7% a nitrofurantoina e 18,6% a cefuroxima.
Para ambas as espécies, cerca de 26% dos isolados foram resistentes as
fluoroquinolonas e ao sulfametoxazol-trimetoprim, e 14,7% das cepas de E. coli e
24,7% de K. pneumoniae foram classificadas como multirresistentes (MDR) (Galvao
et al., 2023). Um microrganismo é considerado multirresistente quando apresenta néo
suscetibilidade a pelo menos um antimicrobiano em trés ou mais categorias distintas
de agentes (Magiorakos et al., 2012), o que ilustra a gravidade do perfil de resisténcia

observado em uropatoégenos clinicos.

Diante dessa situagdo, em 2024 a Organizagdao Mundial da Saude (OMS)
atualizou a WHO Bacterial Priority Pathogens List (BPPL), inicialmente publicada em
2017, identificando 24 combinagdes patdégeno—droga que representam as maiores
ameacas a saude publica em razdo da resisténcia aos antibidticos. Essas
combinagdes sao estratificadas em trés niveis de prioridade (critica, alta e média),
com base em critérios como mortalidade, carga de doenga, tendéncia de resisténcia,
transmissibilidade e disponibilidade de opgdes terapéuticas (World Health
Organization (WHO), 2024).

Além disso, a OMS classifica essas combinacdes resistentes de acordo com a
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letalidade associada as infecgdes que causam. Conforme apresentado na Figura 3,
K. pneumoniae resistente a carbapenémicos (CR) situa-se na categoria de alta
letalidade (>30%), enquanto K. pneumoniae resistente a cefalosporinas de terceira
geracgao (3GCR) e E. coli resistente a fluoroquinolonas (FQR) se inserem na faixa de
letalidade médio-alta (21-30%). Ja E. coli e Proteus spp. resistentes a cefalosporinas
de terceira geracao (3GCR) encontram-se na categoria de letalidade média (11-20%)
(World Health Organization (WHO), 2024).

Baixo-médio Médio Médio-alto
(5-10%) (11-20%) (21-30%)

FQR Salmonella ndo

tifoide FQR Shigella spp. 3GCRE. coli FQRE. coli CR K. pneumoniae
FQR Neisseria gonorrhoeae 3GCR Morganella spp. FQR Salmonella Typhi 3GCR K. pneumoniae CR A. baumannii
3GCR N. gonorrhoeae ;::p': :streptocucos = 3GCR Enterobacter spp. VR E. faecium CR P. aeruginosa
Macro-R Estreptococos do 3GCR Citrobacter spp. MR S. aureus CR Enterobacter spp.
grupo A

3GCR Proteus spp.

3GCR Serratia spp.

Macro-R S. pneumoniae

Ampi-R H. influenzae

Figura 3 - Patogenos resistentes classificados por nivel de letalidade. FQR, resistente a
fluoroquinolonas; 3GCR, resistente a cefalosporinas de terceira geragdo; CR, resistente a
carbapenémicos; Pen-R, resistente a penicilina; VR, resistente a vancomicina; Macro-R, resistente a
macrolideos; Ampi-R H. influenzae, Haemophilus influenzae resistente a ampicilina.

Fonte: Adaptado de World Health Organization (WHO), 2024.

O cenario torna-se ainda mais preocupante porque, na maioria dos casos de
ITU, sejam elas adquiridas na comunidade ou em ambiente hospitalar, a terapia
antimicrobiana é iniciada de forma empirica, antes da disponibilidade dos resultados
da urocultura, que podem demorar até 48 horas (Farrell et al., 2003; Ghosheh et al.,
2023). Nessas circunstancias, a decisao terapéutica inicial baseia-se frequentemente
apenas em manifestacdes clinicas, o que pode levar ao uso desnecessario de
antibiéticos em quadros nao infecciosos ou de etiologia ndo bacteriana, e ao atraso
na instituicdo de uma terapia adequada em pacientes com infecgao ja estabelecida,
sobretudo em populagdes vulneraveis e em contexto de terapia intensiva (Peri et al.,

2021). Estudos recentes mostram que métodos diagndsticos rapidos, incluindo
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plataformas moleculares como a multiplex PCR, sdo capazes de identificar, em
poucas horas, patégenos bacterianos e fungicos em diferentes amostras clinicas,
permitindo ajuste precoce e mais direcionado da terapia antimicrobiana, com impacto
positivo em desfechos clinicos (Peri et al., 2021; Serapide et al., 2025). Nesse
contexto, ainda que nao substituam a urocultura e os testes de suscetibilidade aos
antimicrobianos, tornam-se particularmente relevantes abordagens diagndsticas
rapidas, capazes de indicar precocemente a presenca de ITU e de discriminar se a
provavel etiologia € bacteriana ou fungica, apoiando a tomada de decisao clinica em
tempo oportuno em pacientes criticamente enfermos ou sob maior risco de
complicacbes. Esses aspectos reforcam a necessidade de aprimoramento dos

métodos diagnosticos das ITUs, tema abordado no subtopico a seguir.

1.3 Diagnéstico em ITUs

Apesar da alta incidéncia, o diagnostico das infecgdes relacionadas ao trato
urinario ainda é baseado principalmente nos sintomas clinicos e exames laboratoriais
tradicionais, que incluem analise de fita reagente, analise microscépica de urina e
cultura (Sujith; Solomon; Rayappan, 2024). Entretanto, esses métodos tradicionais,
embora amplamente utilizados, costumam ser demorados e trabalhosos. Por esse
motivo, os profissionais de saude frequentemente iniciam a prescricao de antibidticos
de forma empirica, antes da confirmagao diagndstica, o que contribui para o aumento
da resisténcia antimicrobiana (Farrell et al., 2003; Ramaiah et al., 2025). Em razao
disso, novos métodos diagndsticos, como técnicas moleculares (PCR,
sequenciamento) e imunoldgicas (ensaios imunocromatografico, biossensores), estdo
sendo desenvolvidas para otimizar o tempo e a precisao do diagnéstico de ITU, a fim
de superar as limitagdes dos métodos atuais (Ramaiah et al., 2025; Sujith; Solomon;
Rayappan, 2024).

O exame diagndstico padrao para ITUs se inicia com a avaliagéo dos sintomas,
que comumente incluem dor ao urinar (disuria), aumento da frequéncia de micgao e
urgéncia (Davenport et al., 2017), desconforto ou dor na parte inferior do abdémen e

alteragdes na aparéncia da urina, como turvagéo ou odor forte (Marshall; Hale, 2017).
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A partir das queixas clinicas, os meédicos solicitam a analise de urina como um teste
de triagem, que avalia parametros fisicos, quimicos e microscopicos (Mambatta et al.,
2015), onde a urinalise por fita reagente é a primeira etapa no teste de urina, que
permite verificar a presencga de nitritos e esterase leucocitaria, detectando bacteriuria
e piuria, respectivamente (Davenport et al.,, 2017), além de verificar também a

presenca de hemacias.

A grande desvantagem do uso das fitas reagentes esta relacionada a
possibilidade de resultados falso-negativos, especialmente na presencga de patdégenos
nao produtores de nitrito, como Enterococcus e Staphylococcus spp. (Devillé et al.,
2004). Alias, a interpretagéo da fita reagente pode ser influenciada por varios fatores,
incluindo diferentes condi¢gdes de luz e percepc¢ao individual das cores, o que pode
levar a leituras ambiguas, afetando a precisdo dos resultados (Tohl et al., 2024). Em
uma meta-analise que incluiu 58 estudos, o teste de fita reagente para nitrito
demonstrou um desempenho limitado, com baixa sensibilidade (45-60%), embora
tenha apresentado uma elevada especificidade (85-98%) (Devillé et al., 2004).
Adicionalmente, utiliza-se a analise microscépica para verificagdo, onde o sedimento
urinario obtido por centrifugacao é analisado quanto a presenca de glébulos brancos

(leucécitos) e bactérias (Mambatta et al., 2015).

Um outro método diagndstico tradicional € a cultura de urina ou urocultura,
ainda considerada o padrao-ouro para o diagnostico de ITU (Sun; Cheng; Xie, 2024).
A urina é cultivada em placas de agar para crescimento, isolamento e identificagdo do
microrganismo, onde amostras com contagens 210° UFC/mL de uma unica ou
predominante espécie de bactéria, sdo consideradas culturas positivas (Kass, 1957).
No entanto, esta técnica € demorada e requer de 24 a 48 horas para obter resultados
(Ghosheh et al., 2023). Concluido o isolamento e identificacdo do patégeno, o teste
de suscetibilidade antimicrobiana (TSA), um ensaio fenotipico que avalia o
crescimento do microrganismo na presenga de antimicrobianos especificos, pode
levar de 24 a 48 horas adicionais para a obtencéo dos resultados de susceptibilidade
(Davenport et al., 2017).
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1.3.1 Populacées vulneraveis e novas abordagens diagnoésticas nas ITUs

Além das limitagdes técnicas e temporais dos métodos convencionais, certos
grupos de pacientes enfrentam desafios adicionais no diagnostico de ITUs. ldosos,
recém-nascidos e imunocomprometidos, por exemplo, podem apresentar
manifestagdes clinicas atipicas, dificuldade na coleta adequada de urina ou mesmo
incapacidade de relatar sintomas com precisao (Kuil et al., 2020; Zorc; Kiddoo; Shaw,
2005).

De forma semelhante, situagdes clinicas que exigem decisdes rapidas, como
em pacientes pré-operatérios ou internados em unidades de terapia intensiva,
demandam métodos que aliem rapidez, sensibilidade e aplicabilidade pratica (Peri et
al., 2021). Nesses contextos, testes capazes de indicar de forma agil a presenga de
infeccdo urinaria tém o potencial de reduzir atrasos em procedimentos, orientar
precocemente a conduta clinica e contribuir para melhor prognostico, especialmente
em populagbes vulneraveis (Kuil et al., 2020; Llor et al., 2024). Um estudo em
instituicdo de longa permanéncia, por exemplo, mostra que critérios diagnosticos
convencionais apresentam desempenho limitado em idosos, o que compromete a

deteccao precoce da ITU (Llor et al., 2024).

Nesse cenario, métodos avancados vém sendo avaliados para facilitar o
diagnostico de ITU, um exemplo é a Citometria de Fluxo usada como uma ferramenta
eficaz na triagem de amostras negativas de urina, onde pesquisadores demonstraram
um alto valor preditivo negativo (NPV) de até 99,7%, evitando uroculturas
desnecessarias (Cho; Hur, 2018). Outro estudo relatou redu¢do de aproximadamente
37% no volume de uroculturas ao usar essa tecnologia na rotina laboratorial (Korsten
et al., 2024). Apesar de suas vantagens, ainda nao ha consenso quanto aos valores
de corte ideais para deteccdo de bactérias, o que pode levar a resultados
inconsistentes em diferentes estudos e ambientes clinicos. Além disso, o custo
elevado dos equipamentos, aliado as despesas com manutengdo e reagentes
especificos, torna o método pouco acessivel para pequenos € médios laboratérios

clinicos (Martin-Gutiérrez et al., 2022).

O uso de ferramentas moleculares, como a reagédo em cadeia da polimerase
(PCR) e o sequenciamento de nova geracao (NGS), avangou substancialmente nos

ultimos anos, consolidando seu papel emergente na identificagéo e no diagnédstico das
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ITUs (Zhao et al., 2024). Em meta-analise recente, Zhao et al. (2024) relataram que a
PCR apresenta sensibilidade de 99% e especificidade de 94% para o diagndstico de
ITU, enquanto o NGS atinge sensibilidade de 90% e especificidade de 86%, quando
comparados a urocultura convencional. Esses métodos baseiam-se na detecgéo e
amplificagdo de segmentos especificos de DNA presentes na urina, permitindo
identificar rapidamente o patégeno, inferir opgdes terapéuticas mais adequadas e, em
alguns painéis, avaliar genes de resisténcia antimicrobiana (Zhao et al., 2024). APCR
pode ser empregada de forma qualitativa, para confirmar a presengca de um
microrganismo, ou quantitativa, para estimar sua carga bacteriana (Hinata et al., 2004;
Zhao et al., 2024). Ja o NGS oferece uma analise abrangente do microbioma urinario
ao sequenciar praticamente todo o DNA microbiano presente na amostra e compara-
lo a bancos de dados de espécies, superando a limitagdo da PCR, que detecta um
numero limitado de microrganismos (Huang et al., 2023; Zhao et al., 2024). Todavia,
esses métodos ainda apresentam algumas limitagcbes, como o alto custo e a
necessidade de equipamentos e conhecimentos especializados, se tornando técnicas

restritas a poucos ambientes de saude e centros de pesquisa (Zhao et al., 2024).

Entre as técnicas igualmente exploradas para diagnostico, destaca-se a
espectrometria de massas (MS), em especial analisadores do tipo MALDI-TOF MS,
que tém sido incorporados a pratica clinica para identificacdo rapida de
microrganismos com base no perfil proteico obtido diretamente das amostras,
incluindo a urina, reduzindo significativamente o tempo necessario para o diagndstico
em comparagao com os métodos tradicionais de cultura (Neuenschwander; Grof3;
Schubert, 2023). No entanto, para uma identificagdo precisa é necessaria uma carga
bacteriana suficiente presente na amostra, o que pode ser uma limitagcdo nos casos
em que a contagem de bactérias ainda € baixa, bem como pode apresentar desafios
na identificagdo de amostras com infecgdes mistas (Haider et al., 2023). Outro aspecto
relevante € que, apesar de seu elevado desempenho e rapidez, a infraestrutura
necessaria e os custos substanciais de aquisicdo e operagdao do MALDI-TOF MS
dificultam sua incorporacado em laboratérios clinicos de menor porte, o que restringe o
seu uso principalmente em instituicbes de referéncia (Haider et al., 2023). Estima-se
um investimento inicial em torno de US$ 270.000 para aquisicdo do equipamento,

além de contratos anuais de manutencgéo entre US$ 25.000 e US$ 30.000, valores
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que tornam essa tecnologia inviavel para a maioria dos pequenos e meédios

laboratérios (Tran et al., 2015).

Apesar desses avangos, a maior parte das tecnologias moleculares e de
espectrometria de massas permanece restrita a centros de referéncia e a contextos
de pesquisa, enquanto os métodos tradicionais seguem predominando na rotina da
microbiologia clinica (Bermudez et al., 2025). A adogé&o efetiva de novas tecnologias
depende nio apenas de infraestrutura, mas também da adaptag¢ao a novos conceitos
diagnosticos e do treinamento adequado das equipes para sua correta interpretagcao
(Bermudez et al., 2025).

Sob essa 6tica, novos estudos propdem metodologias inovadoras que visam
melhorar simultaneamente a precisdo diagnostica, a velocidade de obtengao dos
resultados e a racionalizagédo da terapia antimicrobiana. Algumas das propostas
emergentes incluem plataformas baseadas em biossensores e microfluidica,
integradas ou n&o a sistemas de TSA (Davenport et al., 2017). Boa parte dessas
inovacgdes sao direcionadas a reduzir o tempo de diagnostico, desenvolvendo testes
mais rapidos, potencialmente acessiveis e adequados para locais remotos, permitindo
o diagndstico de ITU no ponto de atendimento (point-of-care, POC) (Sujith; Solomon;
Rayappan, 2024). A aplicacado de biossensores é um exemplo de dispositivo POC,
atuando como ferramenta analitica miniaturizada de diagndstico rapido, com alta
sensibilidade e seletividade, que pode ser utilizada a beira-leito ou fora de ambientes

laboratoriais convecionais (Yang et al., 2024).

Um biossensor € composto, em termos gerais, por um elemento de
reconhecimento bioldgico (como anticorpos, acidos nucleicos, células ou bactérias)
acoplado a um transdutor de sinal, que converte a interacdo entre o analito e o
elemento de reconhecimento em um sinal mensuravel, detectado por técnicas opticas,
eletroquimicas ou de condutancia (Davenport et al., 2017). Inclusive, smartphones
podem ser acoplados a essas plataformas, funcionando como unidades portateis de
leitura e processamento de dados, o que contribui para reduzir custo, tempo e
infraestrutura necessarios para o diagnéstico em POC (Davenport et al., 2017; Kadlec
et al., 2014).

Além dos biossensores, dispositivos microfluidicos tém se destacado como

outra plataforma emergente para o diagndstico rapido de ITUs. Nesses sistemas,
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pequenas populacbes de bactérias, e até mesmo células isoladas, podem ser
confinadas em camaras ou canais com volumes na faixa de picolitros a nanolitros,
permitindo que o crescimento celular seja monitorado por técnicas como microscopia
e fluorescéncia (Davenport et al., 2017). O cultivo de células em volumes t&o
reduzidos favorece o acumulo rapido de metabdlitos e acelera a detecgdo do
crescimento microbiano em comparagdao as técnicas de cultura tradicionais
(Davenport et al., 2017). Ademais, as plataformas microfluidicas podem atuar como
dispositivos independentes ou serem acopladas a métodos de detecgao optica e a
ensaios baseados em biossensores, reduzindo o consumo de reagentes,
miniaturizando o sistema de detecgdo e diminuindo o tempo necessario para
diagnostico (Sin et al., 2013; Yang et al., 2024).

Complementando os avancgos tecnolégicos aplicados ao diagnéstico de ITUs,
estratégias imunodiagndsticas também tém ganhado destaque. Dentre elas,
destacam-se as abordagens baseadas em determinantes antigénicos (epitopos),
regides especificas de um antigeno capazes de desencadear respostas imunes
mediadas por células B ou T (Parvizpour et al., 2020). Do ponto de vista estrutural,
epitopos de células B podem ser classificados como lineares (ou continuos), quando
formados por segmentos contiguos de aminoacidos, ou conformacionais (ou
descontinuos), quando resultam da aproximagéo espacial de residuos distantes na
sequéncia primaria, mas proximos na estrutura tridimensional da proteina (Sanchez-
Trincado; Gomez-Perosanz; Reche, 2017). Embora a maioria dos epitopos de células
B seja conformacional, epitopos lineares sdo amplamente explorados em ensaios
imunodiagnosticos por serem mais facilmente sintetizados e incorporados em testes
diagnosticos e formulagdes vacinais (Sanchez-Trincado; Gomez-Perosanz; Reche,
2017; Sun et al., 2019).

A selecdao e predicdo de epitopos conservados tem permitido o
desenvolvimento de anticorpos altamente especificos, aplicaveis em ensaios
diagnosticos de maior sensibilidade e acuracia (Zhou et al., 2022). Nesse contexto,
ferramentas de imunoinformatica vém sendo empregadas na identificagao in silico de
epitopos de células B com potencial diagndstico, possibilitando a selecdo apenas dos
fragmentos mais especificos de um antigeno, para o desenvolvimento de anticorpos

direcionados (Bottino et al., 2013; Sun et al., 2019). Tal estratégia tende a aumentar a
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especificidade dos ensaios imunodiagndsticos, reduzir o risco de reagdes cruzadas e

melhorar a sensibilidade dos testes (Sun et al., 2019).

Alguns estudos tém demonstrado o potencial dessas estratégias. Klimka et al.
(2021) caracterizaram dois candidatos vacinais de S. aureus, CgoX
(coproporfirinogénio oxidase) e TPI (triose-fosfato isomerase), e geraram anticorpos
monoclonais (mAbs) epitopo-especificos contra essas proteinas (Klimka et al., 2021).
Em particular, um desses mAbs reconheceu um epitopo linear de 12 aminoacidos
altamente conservado em isolados clinicos, e tanto os mAbs quanto o epitopo
conjugado a albumina sérica bovina (BSA) conferiram protecdo em modelo murino de
infeccdo por S. aureus (Klimka et al., 2021). Enquanto isso, Stapleton et al. (2015)
avaliaram, em 966 amostras de urina humana, a aplicacéo clinica de um imunoensaio
imunocromatografico de fluxo lateral (RapidBac), previamente aprovado para uso
veterinario, com o objetivo de diagnosticar rapidamente a bacteriuria significativa. O
teste consistia na aplicacdo da urina em uma tira contendo dois anticorpos
monoclonais: um direcionado exclusivamente para Enterobacteriaceae e outro de
espectro mais amplo, capaz de reconhecer espécies Gram-negativas e Gram-
positivas (Stapleton et al., 2015). O ensaio, apresentou sensibilidade de 86% para
amostras com 210® UFC/ml de bactérias e especificidade de 94% quando comparado
a urocultura padrao (a cultura padrao exibiu sensibilidade e especificidade de 100%).
Para bactérias Gram-negativas com carga 210* UFC/ml, a sensibilidade alcangou 96%
(Stapleton et al., 2015).

Um outro trabalho recente, conduzido na Argentina, desenvolveu um teste
imunocromatografico rapido (Tl) utilizando anticorpo de captura especifico para
deteccado de E. coli em amostras de urina. Nesse estudo, o ensaio apresentou
sensibilidade de 74,5% e especificidade de 88,9%. Os autores demonstraram ainda
que a combinagdo da imunodeteccdo com o uso de fitas reagentes aumentou a
sensibilidade global do rastreamento de ITUs, sugerindo que essa abordagem

integrada pode aprimorar a acuracia diagnostica (Da Cunda et al., 2024).

Dando continuidade a essas abordagens, Oliveira et al. (2023) caracterizaram,
pela primeira vez, o imunoproteoma extracelular de S. saprophyticus ATCC 15305,
identificando 36 exoantigenos e mapeando, por analises imunoprotebmicas e

imunoinformaticas, dez epitopos lineares de células B, sendo cinco exclusivos de S.
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saprophyticus e cinco conservados em outras bactérias causadoras de ITU. Esses
alvos apresentam elevado potencial para o desenvolvimento de testes

imunodiagnosticos e de estratégias vacinais voltadas para ITUs (Oliveira et al., 2023).

Em conjunto, esses exemplos ilustram como diferentes estratégias, desde
métodos moleculares e baseados em espectrometria de massas, como o MALDI-TOF
MS, até abordagens imunodiagnosticas baseadas em epitopos, tém sido investigadas
para superar as limitagbes dos métodos tradicionais aplicados ao diagnostico de ITUs.
A luz desse panorama, a Tabela 1 apresenta uma sintese dos principais métodos
disponiveis, destacando vantagens, limitacdes, tempo de execugao e aplicabilidade

clinica, bem como as propostas diagndsticas mais recentes.



Tabela 1 - Comparativo entre métodos diagnésticos tradicionais e inovadores para ITUs.
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Método Classificagido Tempo Vantagens Limitagoes Custo Aplicagao clinica Referéncias

Diagnéstico estimado

Fita Reagente Tradicional Minutos Alta especificidade; Baixa sensibilidade para Baixo Amplamente Davenport et al.,
resultado rapido; alguns patdgenos; utilizado. 2017; Devillé et
facil de executar. possibilidade de falsos- al., 2004; Tohl et

negativos; leitura al., 2024.
subjetiva.

Microscopia do Tradicional Minutos — Visualizagdo direta Requer centrifuga e Baixo Amplamente Mambatta et al.,

sedimento 1h de leucécitos, microscoépio; utilizado. 2015.

urinario hemacias, cilindros necessidade de operador
e bactérias. treinado.

Urocultura Tradicional 24 - 48h Padrao-ouro; isola e Tempo prolongado; Moderado Amplamente Sun; Cheng; Xie,
identifica o(s) requer infraestrutura de utilizado. 2024; Kass, 1957,
agente(s) microbiologia. Ghosheh et al.,
bacteriano(s); 2023.
permite  contagem
de UFC/mL.

TSA (Teste de Tradicional 224-48h  Define o perfil de Depende de cultura Moderado Amplamente Davenport et al.,
Suscetibilidade apos a suscetibilidade positiva prévia; utilizado. 2017.
Antimicrobiana) cultura antimicrobiana; acrescenta tempo até o
subsidia terapia resultado.
direcionada.
Citometria de Tecnologia Minutos Alto valor preditivo Alto custo; necessidade Alto Limitado a Cho; Hur, 2018;
Fluxo inovadora negativo (VPN = de padronizacdo de laboratérios de Korsten et al,
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99,7%); reduz pontos de corte (cut-off); grande porte e 2024, Martin-
uroculturas equipamento nao servigos Gutiérrez et al.,
desnecessarias. amplamente disponivel. especializados. 2022.

PCR (Reagdo em Tecnologia Horas - <1 Alta sensibilidade e Custo elevado; requer Alto Uso limitado em Zhao et al., 2024;
Cadeia da inovadora dia especificidade infraestrutura e equipe laboratérios Hinata et al.,
Polimerase) (>90%); detecta especializada. clinicos. 2004.

patdégenos de dificil
cultivo; identifica
genes de
resisténcia.
NGS Tecnologia Dias Alta sensibilidade e Protocolo complexo; Alto Restrito Centros Zhao et al., 2024;

(Sequenciamento inovadora especificidade; exige bioinformatica e de pesquisa e Huang et al,
de préxima avalia o microbioma infraestrutura avangada. laboratdrios de 2023.
geragao) urinario; detecta referéncia.

multiplos patégenos
e marcadores de
resisténcia em uma
Unica analise.

MALDI-TOF MS Tecnologia Minutos -  Répida identificacdo Exige alta carga Muito Alto Restrito a Neuenschwander;
inovadora ja poucas de patdgenos por bacteriana; equipamento laboratdrios de Grol3; Schubert,
estabelecida horas perfil proteico; alta de alto custo; requer grande porte, 2023; Haider et

precisao na infraestrutura centros de al., 2023; Tran et
identificagao especializada. referéncia e al, 2015.

bacteriana.

pesquisa.
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Biossensores Tecnologia Minutos -  Portateis; resposta Em desenvolvimento; Baixoa  Uso emergente e Davenport et al.,,
inovadora/POC poucas rapida; alta ainda nao amplamente moderado experimental. 2017; Yang et al.,
horas sensibilidade; aprovados para  uso 2024; Kadlec et
potencial integragado clinico rotineiro; al., 2014.
com dispositivos necessidade de validagao
méveis (como clinica.
smartphones).
Microfluidica Tecnologia Minutos -  Consumo minimo de Técnicas ainda Baixoa Uso ainda Davenport et al.,
inovadora/POC poucas amostra e complexas; em moderado experimental (fase 2017; Sin et al.,
horas reagentes; detecgdo desenvolvimento; de pesquisa e 2013; Yang et al.,
rapida; potencial necessidade de desenvolvimento). 2024.
para dispositivos padronizagao e
compactos e regulamentagao
portateis. especifica.
Imunodetecgao Tecnologia Minutos - Resultado rapido; Métodos ainda em Moderado Uso ainda Stapleton et al,
inovadora/POC poucas possibilidade de uso validagédo; dependem de experimental (fase 2015; Da Cunda
horas direto na urina; anticorpos especificos e de pesquisa e et al, 2024

dispensa etapa de
cultura; potencial
para testes simples

a beira-leito.

bem padronizados;
podem n&o distinguir
todas as espécies
bacterianas.

desenvolvimento).

Klimka et al.,
2021; Sun et al.,

2019; Zhou et al.,
2022.

Fonte: Elaboracéao propria, 2026.
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Diante da relevancia das ITUs para o sistema de saude e para os pacientes, o
presente estudo insere-se entre as abordagens emergentes para o diagndstico rapido
das infecgbes urinarias, ao propor o uso de anticorpos policlonais direcionados a
epitopos bacterianos como estratégia inovadora para a detec¢cado de uropatdégenos.
Em continuidade a estudos prévios que mapearam epitopos imunogénicos em
exoantigenos de S. saprophyticus e desenvolveram anticorpos policlonais especificos
contra esses alvos (Oliveira et al., 2023; Silva, 2025), este trabalho passa a avaliar
experimentalmente o desempenho desses anticorpos no reconhecimento de
diferentes uropatdégenos de interesse clinico, bem como sua utilidade na distingao
entre infecgdes bacterianas e fungicas do trato urinario. Ao explorar o uso de epitopos
bacterianos especificos em um ensaio de imunodetecgao, esta pesquisa busca gerar
evidéncias para o desenvolvimento de uma alternativa diagndstica viavel e adaptavel
ao cenario clinico e laboratorial, com potencial aplicagdo em populagdes vulneraveis

e no contexto atual de crescente resisténcia antimicrobiana.
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2 JUSTIFICATIVA

As infec¢des do trato urinario (ITUs) estdo entre as infecgdes mais comuns na
pratica clinica, acometendo milhdes de pessoas de diferentes faixas etarias e géneros
ao longo da vida (Lawati; Blair; Larnard, 2024). Tradicionalmente, uma ITU é definida
pela presenca de sinais e sintomas clinicos, como disuria, urgéncia, aumento da
frequéncia urinaria, dor pélvica ou abdominal inferior, em combinagcdo com a
identificacdo do patdgeno causador por meio de urocultura (Bermudez et al., 2025;
Lawati; Blair; Larnard, 2024). No entanto, essa abordagem baseada em sintomas
apresenta desempenho limitado em determinados grupos, como criangas muito
pequenas, idosos, individuos com cateter vesical crénico ou com anormalidades
urologicas e neuroldgicas, nos quais o0s sinais e sintomas podem ser inespecificos ou
ambiguos (Bermudez et al., 2025). Além disso, o diagndstico microbioldgico ainda se
apoia majoritariamente em métodos tradicionais, especialmente urinalise e urocultura,
que, embora sejam considerados padrédo de referéncia, apresentam limitagdes
importantes, incluindo o tempo prolongado até o resultado e a baixa sensibilidade para
detectar bacteriuria leve e microrganismos fastidiosos, que podem nao crescer em
meios de cultura convencionais (Bermudez et al., 2025; Claeys et al., 2019). Tendo
isso em vista, as ITUs representam uma das principais razdes para a prescricao de
antibidticos antes da confirmacao laboratorial, promovendo, muitas vezes, o uso
indiscriminado dessas drogas e, consequentemente, propiciando a selegcdo e

disseminagao de isolados resistentes (Sujith; Solomon; Rayappan, 2024).

O desenvolvimento de abordagens diagndsticas mais rapidas e precisas €,
portanto, imprescindivel para otimizar a tomada de decisao clinica, sobretudo em
populagdes vulneraveis. Em criangas pequenas, a coleta adequada de amostras
urinarias e a identificacdo de sintomas especificos ainda representam desafios
diagndsticos importantes (Zorc; Kiddoo; Shaw, 2005). De forma semelhante, idosos,
pacientes imunocomprometidos e individuos candidatos a procedimentos uroldgicos
invasivos requerem estratégias diagndsticas mais sensiveis, operacionalmente
simples e aplicaveis a beira-leito (Kuil et al., 2020). Métodos mais ageis nao apenas
reduzem a necessidade de prescricdo empirica de antibidticos, como também

contribuem para evitar o uso inadequado de antimicrobianos, particularmente em
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casos de infecgdes de etiologia ndo bacteriana, como as ITUs fungicas (Davenport et
al., 2017). Nesse contexto, técnicas de imunodiagndstico baseadas em epitopos
especificos despontam como alternativa promissora as uroculturas, uma vez que se
valem da alta especificidade de anticorpos para reconhecer antigenos definidos,
permitindo deteccao rapida e potencialmente mais sensivel dos patdgenos (Zhou et
al., 2022).

Portanto, a presente pesquisa, ao utilizar anticorpos policlonais produzidos por
Silva (2025), em estudo ainda ndo publicado, a partir de epitopos previamente
mapeados por Oliveira (2023) em exoantigenos de S. saprophyticus, com potencial
para o reconhecimento de alvos conservados em bactérias uropatogénicas de
relevancia clinica, configura-se como uma estratégia inovadora para detec¢do das
infeccdes urinarias. Ao explorar alvos compartilhados por diferentes uropatégenos,
esses anticorpos tém potencial para atuar como ferramenta de triagem rapida, capaz
de indicar a presenca de infecgcao bacteriana e auxiliar na diferenciagao de quadros
de outra etiologia, como as ITUs fungicas. Os resultados deste estudo podem apoiar
pesquisas futuras, contribuindo para o desenvolvimento de ensaios imunolégicos mais
eficazes, que buscam reduzir o tempo de detecgao e diagndstico, a fim de melhorar a

conduta clinica e facilitar assim o tratamento oportuno e apropriado.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o potencial diagndstico de anticorpos policlonais, obtidos a partir de
epitopos antigénicos identificados em S. saprophyticus, na detecgdo de outras

espécies bacterianas uropatogénicas.

3.2 Objetivos Especificos

e Verificar, por meio da técnica de On-Cell Western, a capacidade dos
anticorpos policlonais anti-epitopos de reconhecer alvos homdlogos em
células intactas de bactérias uropatogénicas de relevancia clinica;

e Avaliar a especificidade do reconhecimento imunolégico dos anticorpos para
alvos bacterianos, utilizando Candida albicans como controle negativo
experimental;

¢ Avaliar o desempenho dos anticorpos em amostras bacterianas cultivadas em
urina humana estéril, simulando uma condi¢ao experimental mais proxima do
ambiente urinario;

e Delimitar experimentalmente a faixa de detecgédo do anticorpo policlonal AE1

por meio da técnica de On-Cell Western.
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4 METODOLOGIA

4.1 Isolados Bacterianos

Os isolados bacterianos de E. coli, K. pneumoniae, K. variicola e P. mirabilis,
utilizados ao longo deste trabalho, pertencem a colegao microbioldgica do Laboratorio
de Analises Moleculares de Patéogenos do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade de Brasilia (LAMP/IB-UnB). Os microrganismos foram obtidos a partir da

urocultura de diferentes pacientes no Hospital Universitario de Brasilia (HUB/UnB).

4.2 Cepa de Candida albicans

A cepa ATCC5314 de C. albicans utilizada nesse trabalho, foi cedida pelo
Laboratorio de Biologia Molecular de Fungos Patogénicos do Instituto de Ciéncias
Biologicas da Universidade de Brasilia (LBMFP/IB-UnB).

4.3 Sintese de epitopos e obtengao de anticorpos policlonais (AE)

A sintese dos epitopos (E) e a obtengdo dos anticorpos policlonais (AE)
utilizados neste trabalho foram realizadas previamente por Silva (2025), em estudo
ainda nao publicado.

Os epitopos utilizados foram selecionados a partir de proteinas imunogénicas
identificadas no exoproteoma de S. saprophyticus. As sequéncias peptidicas (Tabela
2), com 20 aminoacidos cada, foram sintetizadas quimicamente pela empresa
AminoTech Industria e Comércio Ltda., com 95% de pureza e confirmadas por

Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massas (LC-MS) (Silva, 2025).
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Tabela 2 - Nimero de acesso, nome das proteinas e respectivas sequéncias de
epitopos usados no estudo.

Numero de acesso a Proteina Sequéncias de epitopos
proteina
Q49WH3 Autolisina bifuncional LYKMRWNPENPGVHQYATDV
Q492ZM2 Antigeno secretor putativo VENVNSDGSVEVSEMNYNGG
Q49VK7 N-acetilmuramoil-L-alanina VFNRRAETGQPISTYWWNAD
amidase

Fonte: Silva, 2025.

Os anticorpos policlonais (AE) foram obtidos em camundongos fémeas da
linhagem BALB/c da espécie Mus musculus, com idade entre 6 e 8 semanas,
adquiridos do biotério IPTSP da Universidade Federal de Goias. Um total de 40 ug de
cada epitopo foi utiizado em cada imunizagdo em camundongo BALB/C (3
imunizagdes com intervalo de 15 dias). Para a primeira inoculagao, foi utilizado o
Adjuvante Completo de Freund (Sigma Aldrich, Darmstadt, Hesse, Alemanha), nas
duas inoculagdes seguintes foi utilizado o Adjuvante Incompleto de Freund (Sigma
Aldrich, Darmstadt, Hesse, Alemanha), a fim de estimular o sistema imunoldgico dos

camundongos para a produgao de anticorpos (Silva, 2025).

Quinze dias apos a ultima inoculagéo, os camundongos foram submetidos a
eutanasia, conforme a Resolugao n® 37 do CONCEA, por meio de uma overdose de
solucado de cetamina e xilazina, em dose anestésica minima trés vezes superior a
recomendada. Em seguida, realizou-se a exsanguinagdo por pung¢ao cardiaca,
garantindo um volume adequado de soro. Na sequéncia, os sangues contendo AE
foram centrifugados a 5000 g por 5 minutos e os soros armazenados a -20°C, apds
adicao de glicerol 50% (v/v) em proporgao 1:1, resultando em concentragao final de
25% de glicerol (Silva, 2025).
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4.4 Analise in silico dos epitopos

As sequéncias de epitopos (tabela 2) foram obtidas em estudo prévio (Oliveira
et al., 2023; Silva, 2025) e correspondem a trés proteinas de S. saprophyticus:
autolisina bifuncional (Q49WH3), antigeno secretor putativo (Q49ZM2) e N-

acetilmuramoil-L-alanina amidase (Q49VK?7).

A conservagao dos epitopos foi avaliada utilizando o servidor BLASTp (Basic
Local Alignment Search Tool)
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PAGE=Proteins) do NCBI (National Center for

Biotechnology Information) (Ranjbarian et al., 2023). As buscas foram realizadas no

banco de dados RefSeq proteins, aplicando filtros taxonémicos especificos para os
principais uropatdgenos de interesse: S. saprophyticus (taxid: 29385), E. coli (taxid:
562), K. pneumoniae (taxid: 573), K. variicola (taxid: 244366) e P. mirabilis (taxid: 584).
Foram utilizados os parametros padrao do BLASTp (NCBI).

Para cada alinhamento, foram registrados o percentual de identidade, a
cobertura da sequéncia (query cover) e o E-value, a fim de determinar o grau de

conservacao dos epitopos entre as espécies bacterianas.

Além disso, os alinhamentos foram inspecionados individualmente, e todas as
posicdes divergentes em relagédo ao epitopo original foram destacadas em vermelho,
permitindo visualizar de forma clara quais residuos diferem da sequéncia de
referéncia. Esse procedimento serviu de base para a construcdo das tabelas de

alinhamento apresentadas em Resultados e Discussao (Tabelas 3, 4 e 5).

4.5 Deteccao de células bacterianas intactas por On-Cell Western

Para a deteccao das células bacterianas utilizando os anticorpos anti-epitopos,
aplicou-se um protocolo fundamentado na técnica On-cell Western (OCW), uma
variacao da técnica In-cell Western (ICW), porém com adaptacgdes, a qual permite a


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins
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identificacdo de proteinas de superficie, sem a necessidade de lise celular (Boveia;
Schutz-Geschwender, 2015; Brockmdller et al., 2023). No contexto das alteragdes, os
experimentos foram conduzidos em ressuspensao celular em microtubos de
centrifugacéao (tubos Eppendorfs). Além disso, as etapas de fixagao e permeabilizagcéo
celular nao foram implementadas no atual protocolo deste trabalho, com o objetivo de
manter a célula integra para que os anticorpos s6 reconhegam antigenos expostos na
superficie. Ademais, a visualizacao e detecg¢ao dos resultados se deu por intermédio
do equipamento L-Pix Chemi (Loccus Biotecnologia), utilizando quimioluminescéncia

(figura 4).

Os ensaios de detecgdo por On-Cell Western foram realizados em ftriplicata
bioldgica, utilizando isolados clinicos distintos a cada repeticdo. Para cada uma das
quatro espécies bacterianas analisadas (E. coli, K. pneumoniae, K. variicola e P.
mirabilis) os ensaios foram repetidos trés vezes em dias diferentes, e a cada repeticéo
foram utilizados isolados diferentes da mesma espécie. Em todas as repeticdes, foram
testados os trés anticorpos policlonais anti-epitopos (AE1, AE2 e AE3), além de um
controle negativo correspondente. Todos os procedimentos foram conduzidos sob as

mesmas condi¢cdes experimentais.

Como Controle Negativo (CN), utilizou-se bactérias, submetidas as mesmas
condicbes experimentais, porém sem a adicdo do anticorpo anti-epitopo (anticorpo

primario).

4.5.1 Cultivo Bacteriano e Preparo das Amostras

As bactérias isoladas foram descongeladas e cultivadas em meio Brain Heart
Infusion — BHI (Himedia). Para o pré-indculo, foram inoculados 50 puL do estoque
bacteriano em 10 mL de BHI estéril e incubados a 37 °C por 16—18 horas (Silva, 2025).

Posteriormente, foi realizada a inoculagdo em Erlenmeyer contendo 50 mL de
BHI estéril com 1% do pré-indculo, as culturas foram incubadas em incubadora a
37 °C, sob agitagdo, até atingirem densidade optica (DO) de 0,2 (A = 620 nm),
correspondente a 5 x 107 células de E. coli por mL, estimativa utilizada para as demais

espécies bacterianas (Sezonov; Joseleau-Petit; D’Ari, 2007).

Em seguida, as culturas foram centrifugadas a 3000 g por 10 minutos a 4 °C.

O sobrenadante foi descartado, e o sedimento bacteriano ressuspenso em 50 mL de
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tampao PBS 1X estéril. Esta etapa foi adaptada do protocolo de Silva (2025), onde
aplicou-se uma centrifugacdo mais intensa, sedimentando particulas menores mais

rapidamente.

4.5.2 Diluicdo Seriada da Suspensio Bacteriana

Apobs a ressuspensao do sedimento bacteriano em tampao PBS 1X estéril, foi
realizada uma diluicdo seriada decimal. A diluicdo foi realizada em microtubos
contendo 900 pL de PBS 1X, identificados de acordo com o fator de diluigdo (de 1:10°

a 1:10°) e o controle negativo (CN).

Na sequéncia, foram transferidos 100 uL da suspensao bacteriana original para
o primeiro tubo (1:10"), homogeneizando com agitagéo leve. Dessa suspenséo, foram
retirados 100 pL e transferidos para o segundo tubo (1:10?%), repetindo o processo
sucessivamente até a diluigao 1:10°. A adaptacao das diluigées seriadas do protocolo
de Silva (2025) permitiu maior agilidade e redugdo no consumo de reagentes e

materiais, sem comprometer a faixa dinamica de deteccao.

4.5.3 Bloqueio das Amostras

Feito a diluicdo, os microtubos foram centrifugados a 3000 x g por 15 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso em 50 pL de
tampao de bloqueio composto por 1% de albumina sérica bovina (Sigma Aldrich) e
0,1% de Tween 20 (Promega) em PBS 1X (Silva, 2025).

As amostras e o CN foram incubados por 2 horas a temperatura ambiente,

sem agitacao (Silva, 2025).

454 Lavagem das Amostras

Ap0ds incubagao com tampao de bloqueio, os tubos foram centrifugados a 3000
x g por 10 minutos a 4 °C, e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, as amostras
e o CN foram lavados trés vezes com 200 uL de tampéo de lavagem (PBS 1X + 0,01%
Tween 20). A cada lavagem, os tubos foram centrifugados a 3000 g por 10 minutos a
4°C, e o sobrenadante foi cuidadosamente removido, preservando o sedimento
bacteriano (Silva, 2025).
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455 |ncubacio com o Anticorpo Anti-Epitopo (Anticorpo Primario)

Nesta etapa, o sedimento bacteriano foi ressuspenso em 200 pL de anticorpo
anti-epitopo, previamente diluido na proporcao de 1:2000 em tampéo de bloqueio. O

CN n&o recebeu anticorpo primario (Silva, 2025).

As amostras foram incubadas overnight 16-18 horas a 4°C, sob agitacao leve.
Durante os testes iniciais, a incubagdo com os anticorpos primarios ocorreu por 1 hora,
conforme protocolo original de Silva (2025), no entanto o sinal de quimioluminescéncia

revelou-se muito fraco. Por isso, optou-se por estender a incubagao para overnight.

4.5.6 Lavagem Apods Incubacdo com Anticorpo Primario

Posteriormente, os tubos foram centrifugados a 3000 x g por 10 minutos a 4 °C.
O sobrenadante foi cuidadosamente descartado. Em seguida, os precipitados foram
lavados uma vez com 200 pyL de tampao de lavagem. Apds a adicdo do tampao,
realizou-se nova centrifugacdo nas mesmas condicbes, e o0 sobrenadante foi

novamente descartado (Silva, 2025).

457 Incubacio com Anticorpo Secundario

O sedimento bacteriano e o CN foram ressuspensos em 800 uL de anti-IgG de
camundongo do Kit de detecgdo de Western Blotting Amersham ECL (Cytiva, codigo
RPN2108), previamente diluido na proporgédo de 1:4000 em tamp&o de bloqueio
(Silva, 2025).

As amostras e CN foram incubados por 1 hora a temperatura ambiente, sem
agitacao (Silva, 2025).

4.5.8 Lavagem Apods Incubacdo com Anticorpo Secundario

Na sequéncia, os tubos foram centrifugados a 3000 x g por 10 minutos a 4 °C.
O sobrenadante foi cuidadosamente descartado. Em seguida, os precipitados foram
lavados uma vez com 200 uL de tampao de lavagem. Apds a adi¢do do tampao,
realizou-se nova centrifugagcdo nas mesmas condigdes, e o0 sobrenadante foi

novamente descartado (Silva, 2025).
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459 Deteccao

O sedimento bacteriano e o CN foram ressuspensos em 50 yL de solugéo de
substrato de peroxidase, pertencente ao Kit de deteccdo de Western Blotting
Amersham ECL (Cytiva, codigo RPN2108). Logo apds, todo o volume foi transferido
para uma placa de 96 pocgos para a detecgdo, onde a leitura foi realizada em
equipamento L-Pix Chemi (Loccus Biotecnologia), com deteccdo em modo

quimioluminescente com exposicao de 20 minutos.

Nesta etapa de detecgado, substituindo o aparelho Amersham Imager 600
utilizado por Silva (2025), empregou-se o equipamento L-Pix Chemi, uma vez que o
Laboratério de Bioquimica e Quimica de Proteinas da UnB nao dispde do aparelho da
Amersham. Apesar disso, o L-Pix Chemi apresentou excelente sensibilidade na

deteccao de quimioluminescéncia.
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Figura 4 - Representagao esquematica da metodologia On-Cell Western. As etapas incluem
diluicbes seriadas, bloqueio com BSA 1%, lavagens com PBS-Tween 20, incuba¢cdo com anticorpos
primarios e secundario, adigao do substrato ECL e detecgao por quimioluminescéncia.

Fonte: Elaboragéo prépria, 2026.
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4.6 Analise densitométrica semiquantitativa das imagens de On-Cell Western

As imagens de quimioluminescéncia obtidas no ensaio de On-Cell Western
foram analisadas de forma semiquantitativa no software ImagedJ/Fiji. Inicialmente, as
imagens foram convertidas para escala de cinza de 8 bits (Image > Type), invertidas
(Edit > Invert) e analisadas apenas quando adquiridas e processadas sob as mesmas
condigbes. Em seguida, foram delimitadas regides de interesse (ROIs) circulares e
padronizadas sobre cada poco utilizando a ferramenta de selecido oval, e a
intensidade do sinal foi obtida pelo parametro mean gray value (Analyze > Measure),
correspondente a média da intensidade dos pixels em cada sele¢cdo, conforme
abordagens de quantificagdo por imagem descritas para o ImageJ/Fiji (Shihan et al.,
2021).

Para reduzir a interferéncia de sinal basal ou inespecifico, os valores obtidos
para cada diluicdo foram inicialmente corrigidos por subtracdo do controle negativo

(CN) da mesma placa, segundo a equagéo:

mean gray corrigido — mean gray da diluicao — mean gray do controle negativo

Em que o mean gray corrigido corresponde a intensidade da amostra apos
corregcao do sinal basal, o mean gray da diluicdo corresponde ao valor obtido para
cada diluicdo analisada, e o mean gray do controle negativo corresponde ao valor
obtido para o CN da mesma placa. A correcdo do background é uma etapa
recomendada em analises densitométricas baseadas em imagem, por melhorar a
comparabilidade entre as amostras (Janes, 2015; Taylor et al., 2013; Taylor; Posch,
2014).

ApOs essa etapa, os dados foram normalizados intra-réplica bioldgica,
adotando-se como referéncia o maior valor densitométrico observado em cada curva
experimental, definido como 100%, enquanto os demais pontos foram expressos
como intensidade relativa (%), segundo a equagao:

mean gray corrigido da diluicao 100

Intensidade relativa (%) = - — - — —
maior mean gray corrigido da respectiva réplica bioldgica
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Estratégias semelhantes de normalizagao relativa, com definicdo do maior valor
densitométrico como referéncia, tém sido empregadas em andlises baseadas em
imagem utilizando o ImageJ/Fiji (Farooq et al., 2022; Peng et al., 2009). Os valores
corrigidos e normalizados foram organizados em planilha eletrénica (Excel),
constituindo a base para as analises subsequentes. Os graficos foram elaborados no

software GraphPad Prism.

4.7 Analise estatistica

Os dados obtidos apdés a analise densitométrica e normalizagdo foram
organizados em planilhas e submetidos inicialmente a estatistica descritiva. Em
seguida, a normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro-Wilk (Ghasemi;
Zahediasl, 2012). Como nao foi observado desvio significativo da normalidade,
utilizou-se analise de variancia de uma via (one-way ANOVA), adotando-se nivel de
significancia de 5% (p < 0,05) (Kim, 2014). As analises foram realizadas no GraphPad

Prism.

4.8 Avaliagao da faixa de detecg¢ao do anticorpo AE1 por On-Cell Western

A titulacado do anticorpo AE1 para avaliagao da faixa de detecg¢ao por On-Cell
Western foi realizada utilizando-se a cepa E. coli 104, em triplicata técnica. As culturas
bacterianas foram diretamente submetidas ao ensaio, seguindo-se o protocolo
descrito no item 4.5, com a utilizacao de diferentes diluicbes do anticorpo primario
AE1, abrangendo a faixa de 1:2.000 a 1:64.000. Apés as etapas de incubagdo com o
anticorpo secundario conjugado e revelacdo por quimioluminescéncia, as imagens
foram adquiridas com tempos de exposicao entre 10 segundos e 3 minutos, ajustados

conforme a intensidade do sinal emitido em cada condigédo experimental.
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4.9 Deteccgao direta de bactérias cultivadas em urina por On-Cell Western

O uso das amostras de urina humana esteve vinculado ao projeto de pesquisa
intitulado “Desenvolvimento de ferramentas para diagndstico molecular e imunoldgico
para infecgdes urinarias, utilizando LAMP-PCR e anticorpos anti-epitopos bacterianos
conservados”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Federal
de Goias (CEP/UFG), sob identificagdo n° 5083, com data de aprovagao ética em
24/09/2025.

491 Coleta das amostras de urina

A coleta e preparo das amostras de urina humana foram realizados com base
no protocolo adaptado de Bouatra et al. (2013). As amostras de urinas foram coletadas
em frascos estéreis, de quatro mulheres saudaveis, voluntarias, sem uso recente de
antibidticos (<14 dias) e sem sintomas de infeccédo urinaria. Apds a coleta, cada
amostra de urina foi homogeneizada e submetida a centrifugacao leve (4000 rpm por
10 minutos) para remogao de detritos mais grosseiros (Bouatra et al., 2013). Os
sobrenadantes resultantes foram reunidos em um unico frasco estéril, formando um
pool de urinas, a fim de reduzir a variabilidade individual e padronizar as condigbes de
cultivo bacteriano, posteriormente este pool foi homogeneizado e filtrado a vacuo em
membrana 0,22 um. Em seguida, o pool foi dividido em aliquotas de 50 mL e

armazenados em tubos Falcon estéreis a -20°C até o momento do uso.

4.9.2 Cultivo dos microrganismos em urina

Os isolados clinicos de E. coli foram cultivados no pool de urina estéril, utilizado
como meio de cultura alternativo ao meio BHI, como uma adaptacao do protocolo de
Silva (2025). Para o pré-inéculo, 50 uL do estoque bacteriano congelado foram
inoculados em 10 mL de urina em um tubo Falcon de 50 mL, e incubados a 37 °C por
16—-18 horas.

Posteriormente, o indculo foi preparado, transferindo 1% do pré-inéculo
(100 pL) para 50 mL do pool de urina estéril em Erlenmeyer de 125 mL. A cultura foi
incubada a 37 °C, sob agitacao (Silva, 2025).
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4.9.3 Curva de crescimento bacteriano em urina

Com o objetivo de acompanhar o crescimento bacteriano, foi realizada uma
curva de crescimento, conforme protocolo adaptado de Rogers et al. (2022), em placa

de 12 pogos utilizando o equipamento CLARIOStar.

Foram utilizados 200 pL da cultura por pogo, em triplicata. Os pogos contendo
apenas a urina estéril, sem in6culo bacteriano, foram usados como Controle Negativo.
As leituras de absorbancia ocorreram a 620 nm, a cada 1 hora, durante 24 horas, a
37°C (Rogers et al., 2022).

4.9.4 Deteccao

Apos a obtengcao dos dados da curva de crescimento em urina, as culturas
bacterianas foram diretamente submetidas ao ensaio de On-Cell Western utilizando o
anticorpo AE1, seguindo o protocolo descrito no item 4.5. Para essa condigao
experimental, a urina estéril foi empregada como meio para o pré-indculo e para o
in6culo. Adicionalmente, foi incluido um controle negativo suplementar (CN2),
constituido por urina estéril incubada com anticorpo primario e anticorpo secundario,

a fim de verificar possivel sinal inespecifico.

410 Avaliagdo de Candida albicans ATCC 5314 como possivel controle

negativo por On-Cell Western

Para avaliacdo da especificidade dos anticorpos anti-epitopos, utilizou-se a
cepa C. albicans ATCC 5314 como possivel controle negativo experimental. As células
fungicas foram submetidas diretamente ao ensaio de On-Cell Western, seguindo o

protocolo descrito no item 4.5, sendo os experimentos realizados em duplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Silva (2025), em estudo ainda ndo publicado, demonstrou que os anticorpos
policlonais produzidos a partir dos epitopos antigénicos mapeados em exoantigenos
de S. saprophyticus foram capazes de reconhecer extratos proteicos e células intactas
dessa espécie, por meio das técnicas de Western blot e On-cell Western,
respectivamente. Dando continuidade a esse trabalho, o presente estudo buscou
investigar se esses mesmos anticorpos mantém capacidade de reconhecimento frente

a outras espécies bacterianas de relevancia clinica envolvidas em ITUs.

Com o objetivo de simplificar a nomenclatura ao longo do texto, os epitopos
selecionados foram denominados como E1, E2 e E3, sendo: E1 referente ao epitopo
derivado da proteina autolisina bifuncional; E2, ao epitopo oriundo de um antigeno
secretor putativo; e E3, ao epitopo da proteina N-acetilmuramoil-L-alanina amidase.
De forma analoga, os anticorpos policlonais resultantes de cada epitopo foram

nomeados AE1, AE2 e AE3, respectivamente.

5.1 Analise in silico da conservagao dos epitopos por BLASTp

A analise in silico da conservacao de epitopos constitui uma etapa importante
no desenvolvimento de imunodiagnésticos baseados em anticorpos, pois permite
estimar o potencial de reatividade cruzada e orientar, de forma racional, a sele¢ao de
alvos antigénicos (Parvizpour et al., 2020). Nesses contextos, o reconhecimento
antigeno—anticorpo depende de epitopos potencialmente acessiveis e com grau de
conservacgao suficiente entre os microrganismos de interesse avaliados (Parvizpour et
al., 2020). Ferramentas de imunoinformatica tém sido amplamente empregadas para
mapear a variabilidade de antigenos entre patégenos e priorizar epitopos com maior
probabilidade de reconhecimento em diferentes cepas e espécies (Patronov;
Doytchinova, 2013).
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No presente trabalho, a ferramenta BLASTp

(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?PAGE=Proteins) foi empregada para

investigar a conservagao de trés epitopos lineares de 20 aminoacidos (E1, E2 e E3),
previamente descritos no exoproteoma de S. saprophyticus ATCC 15305 e utilizados

para geragao de anticorpos policlonais (Oliveira et al., 2023; Silva, 2025).

Na analise dos alinhamentos, o BLASTp atribui pontuacbes com base em uma
matriz de substituicdo, por padrado, a Blocks of Amino Acid Substitution Matrix
(BLOSUMG62), construida a partir de frequéncias observadas de substituicbes entre
aminoacidos em blocos de regides conservadas de proteinas (Henikoff; Henikoff,
1992). Neste contexto, “substituicdo” refere-se a diferengas de residuos entre
sequéncias alinhadas. Dessa forma, substituicbes mais frequentes entre sequéncias
homodlogas recebem escores mais favoraveis do que substituigcdes raras, refletindo
padrées evolutivos (Henikoff; Henikoff, 1992). Nesse sistema, residuos idénticos
recebem pontuacdes elevadas e substituicdes entre aminoacidos com propriedades
fisico-quimicas semelhantes tendem a ser menos penalizadas, por exemplo, Leucina
por Isoleucina, ambos residuos hidrofébicos/apolares, o que preserva caracteristicas
locais importantes como hidrofobicidade e tamanho/encaixe da cadeia lateral
(Henikoff; Henikoff, 1992; Nelson, 2022). Em contraste, trocas nao
conservativas/radicais, como Acido glutdmico (&cido/negativamente carregado,
hidrofilico) por Alanina (apolar), implicam mudancga de carga e polaridade e, portanto,
tendem a receber penalidades maiores por representarem substituicbes menos
provaveis e potencialmente mais disruptivas no contexto estrutural (Henikoff; Henikoff,
1992; Nelson, 2022). Adicionalmente, o algoritmo aplica penalidades de gap para
insercdes e deleg¢des, impactando o escore final do alinhamento (“BLAST Scoring and
Statistics”, 2023; Henikoff; Henikoff, 1992).

A partir desses alinhamentos, o percentual de identidade corresponde a
propor¢cao de residuos idénticos na regido efetivamente alinhada, enquanto a
cobertura da consulta (query cover) expressa a fragao do comprimento da sequéncia
de entrada representada no alinhamento (BLAST® Command Line Applications User
Manual, 2008). O E-value estima o numero esperado de alinhamentos ao acaso com
escore equivalente ou superior e € diretamente proporcional ao espacgo de busca, por
essa razao, sua interpretacdo deve ser integrada as métricas de identidade e


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins
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cobertura, sobretudo quando se empregam consultas curtas, como peptideos de 20
aminoacidos (Altschul et al., 1997; “BLAST Scoring and Statistics”, 2023).

Preliminarmente, deve-se destacar que, em todas as analises realizadas, a
espécie de origem (S. saprophyticus), apresentou, invariavelmente, 100% de
identidade e de cobertura em relagéo as sequéncias de referéncia dos epitopos E1,
E2 e E3. Este resultado confirma a integridade dos dados de entrada e valida a
conservacgao absoluta destes alvos na espécie de referéncia, servindo como controle

positivo para as comparagdes subsequentes com outros microrganismos.

A Tabela 3 apresenta o alinhamento do epitopo E1 entre diferentes
uropatdgenos, incluindo percentual de identidade, cobertura da consulta (query cover)

e E-value.



Tabela 3 - Conservacao do epitopo E1 entre diferentes uropatoégenos.
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% ldentidade Query E-value
Espécie / Sequéncia alinhada cover
Acesso
S. M W NP E NP GV HQY A 20/20 (100%) 100% 6e-15
saprophyticus
(referéncia)
WP_369083813.1
E. coli M W N P Q Y A 16/20 (80%) 100% 26-09
WP_199270014.1
K. pneumoniae M W N P QY A 16/20 (80%) 100% 16-09
WP_077266248.1
P. mirabilis M W N P Q Y A 14/20 (70%) 100% 16-06

WP_368939650.1

Alinhamento do epitopo E1 (LYKMRWNPENPGVHQYATDV), derivado de Staphylococcus saprophyticus, contra proteinas homélogas identificadas
em Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis, obtidas por BLASTp utilizando o banco RefSeq Proteins. Os residuos divergentes séo
destacados em vermelho. O percentual de identidade foi calculado com base no numero de residuos conservados em relagdo ao comprimento total do epitopo
(20 aa). O query cover indica a extenséo da regido alinhada e o E-value expressa a significancia estatistica do alinhamento.

Fonte: Elaboragao propria, 2026.
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No estudo de referéncia, o E1 deriva da autolisina bifuncional (Q49WH3),
proteina de grande porte descrita por Oliveira et al. (2023) com aproximadamente
1463 aminoacidos, e por Silva (2025) com massa molecular total predita de ~159,4
kDa. (Oliveira et al., 2023; Silva, 2025). Contudo, Silva (2025) ressalta que essa
proteina pode sofrer processamento proteolitico, de modo que o sinal observado em
Western blot pode corresponder a fragmentos pds-processamento que preservam o
epitopo, por exemplo, a deteccdo de uma banda em torno de ~55 kDa reconhecida
por AE1 (Silva, 2025; Zoll et al., 2010). Assim, ao interpretar a conservagéo do E1 em
outras espécies, é importante considerar que o anticorpo pode reconhecer fragmentos
contendo o epitopo (e ndo necessariamente a proteina integra), e que proteinas
homologas podem apresentar tamanhos preditos distintos e/ou padrdes diferentes de
clivagem, resultando em bandas de massas aparentes variadas entre espécies
(Oliveira et al., 2023; Silva, 2025).

Observou-se na Tabela 3 que E. coli e K. pneumoniae compartilham 80% de
identidade (16/20) com a sequéncia de referéncia, mantendo 100% de cobertura e E-
values baixos (2e-09 e 1e-09, respectivamente). Para P. mirabilis, a identidade global
foi de 70% (14/20), também com cobertura total e E-value significativo (1e-06). A
cobertura de 100% nos trés alinhamentos indica que toda a sequéncia consulta (20
aminoacidos) foi incluida no alinhamento. Assim, as diferencas observadas refletem
substituicbes pontuais ao longo do peptideo, e ndo o alinhamento de apenas um
fragmento do epitopo (Fassler; Cooper, 2011). Como epitopos lineares correspondem
a segmentos contiguos de aminoacidos, a preservacéo do trecho pode ser suficiente
para manter reconhecimento antigeno—anticorpo mesmo na presenga de
substituicbes pontuais, dependendo de quais posi¢gdes constituam residuos criticos
de contato (Bui et al., 2007; Sun et al., 2019).

No alinhamento do epitopo E1, observa-se que as extremidades permanecem
idénticas em E. coli e K. pneumoniae, enquanto as diferencas se concentram na regiao
central, padrao compativel com tolerancia parcial a variagdes quando posic¢des criticas
para a interagado antigeno—anticorpo permanecem preservadas (Bui et al., 2007; Sun
et al., 2019). Além da identidade global, a interpretagdo do potencial de
reconhecimento pode ser refinada pela natureza das substituicbes observadas. Em E.
coli, as quatro substituicbes presentes (80% de identidade) sdo predominantemente

nao conservativas, envolvendo alteragbes de carga/polaridade, por exemplo, a troca
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de Acido glutamico (glutamato) — Alanina, substitui um residuo acido/negativo por um
residuo apolar, podendo alterar o microambiente do epitopo dependendo da posi¢cao
de contato (Nelson, 2022). Em K. pneumoniae, embora a identidade global também
seja de 80%, o perfil inclui substituicbes ndo conservativas e pelo menos uma
substituigdo conservada (Glicina — Alanina), sugerindo um padrao misto de variagdes
no segmento alinhado (Nelson, 2022). Ja em P. mirabilis, além da identidade menor
(70%), observa-se maior numero de substituigbes ao longo do epitopo, apesar de
ocorrerem substituicdes conservativas, como Acido glutamico — Acido aspartico, que
preserva a carga negativa (Fassler; Cooper, 2011; Nelson, 2022), o conjunto de
alteragdes incluem mudangas ndo conservativas adicionais, especialmente na porgao

final, o que pode reduzir a probabilidade de um reconhecimento mais robusto.

Ainda assim, como AE1 é um anticorpo policlonal, o reconhecimento
experimental pode ocorrer mesmo na presenga de substituicdes ndo conservativas,
uma vez que respostas policlonais envolvem anticorpos contra multiplos
determinantes/epitopos e podem manter ligagdo detectavel quando parte do conjunto
reconhece segmentos conservados do alvo (Frank, 2002). Por fim, embora a
homologia parcial observada em P. mirabilis seja compativel com a conservagao de
proteinas/dominios entre membros da ordem Enterobacterales (Kolla; Makam; Reddy,
2023), o maior numero de substituicées e sua distribuicdo no epitopo sugerem maior
chance de reducéao de afinidade/intensidade de reconhecimento em comparacgao a E.
coli e K. pneumoniae. Assim, os resultados in silico permanecem compativeis com

possibilidade de reatividade cruzada, a ser confirmada nos ensaios experimentais.

A analise de conservagao do epitopo E2 apresentou um padrao semelhante ao

observado para o E1, com algumas particularidades (Tabela 4).
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Tabela 4 - Conservacao do epitopo E2 entre diferentes uropatégenos.

% ldentidade Query E-value

Espécie / Sequéncia alinhada cover

Acesso

S. V E NV N S DG S V EV S EMNY N G G 20/20(100%) 100%  6e-15
saprophyticus

(referéncia)
WP_119497653.1

E. coli V E V N 8§ D G Y G G 16/20 (80%) 100% 16-07
WP_140424590.1

K. pneumoniae |V E V N S D G Y G G 16/20 (80%) 100%  4o.08
WP_163596437.1

P.mirabilis |V E V NSDG <. - - 12116(75%)  80% (g

WP_275351217 1

Alinhamento do epitopo E2 (VENVNSDGSVEVSEMNYNGG), derivado de Staphylococcus saprophyticus, contra proteinas homoélogas identificadas
em Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis, obtidas por BLASTp utilizando o banco RefSeq Proteins. Os residuos divergentes séo
destacados em vermelho. O percentual de identidade foi calculado com base no numero de residuos conservados sobre o comprimento total do epitopo (20
aa). O query cover indica a extensao da regido alinhada, e o E-value expressa a significancia estatistica do alinhamento.

Fonte: Elaboracéao propria, 2026.
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O epitopo E2 deriva do antigeno secretor putativo Q49ZM2, onde de acordo
com a anotacao do UniProt, corresponde a uma proteina pequena (155 aminoacidos)
com massa molecular predita de aproximadamente 15,9 kDa, caracteristica

compativel com um antigeno secretado.

A analise de conservacao do epitopo E2 (Tabela 4) evidenciou homologia
detectavel em uropatégenos de interesse, com diferengas relevantes entre espécies.
Em E. coli e K. pneumoniae, observou-se 80% de identidade (16/20) em relagcéo a
sequéncia de referéncia, com 100% de query cover e E-values baixos (1e-07 e 4e-08,
respectivamente), compativeis com alinhamentos significativos do segmento
analisado. Diferentemente do padrdao observado para E1, em E2 os residuos
conservados distribuem-se ao longo de toda a sequéncia, sugerindo a preservagao
de um nucleo de residuos conservados dentro do epitopo linear. Esse comportamento
€ compativel com a literatura de epitopos de células B, na qual epitopos sequenciais
sao determinados pela propria sequéncia e a contribuicdo para a ligagao antigeno—
anticorpo ndo é necessariamente uniforme ao longo do trecho, podendo existir

posicdes com maior peso para o reconhecimento (Bui et al., 2007; Kumar et al., 2023).

Além do percentual de identidade, a Tabela 4 permite qualificar o tipo de
variagao observada. Em E. coli e K. pneumoniae, a identidade de 80% corresponde a
quatro substituicbes ao longo do epitopo, com predominio de mudangas
conservativas: Asparagina — Serina (polares sem carga; em duas posi¢des) e Valina
— lIsoleucina (hidrofobicos/apolares), que tendem a preservar propriedades fisico-
quimicas locais do determinante (Nelson, 2022). Em contrapartida, observa-se uma
substituigdo ndo conservativa, Acido glutdmico (glutamato) — Treonina
(acido/negativo — polar sem carga), que altera carga/polaridade e pode impactar a
afinidade dependendo da posigdo no epitopo reconhecido (Nelson, 2022). Esse
conjunto, majoritariamente conservativo, mas com uma mudanga radical, € compativel
com manutencao de reconhecimento por anticorpos policlonais quando posicoes
criticas permanecem preservadas e/ou quando diferentes fragdes do pool
reconhecem sub-determinantes sobrepostos do motivo conservado (Bui et al., 2007;
Sun et al., 2019).
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Para P. mirabilis, o alinhamento recuperou apenas 16 dos 20 aminoacidos do
epitopo (80% de query cover), com 75% de identidade (12/16) e E-value mais alto
(0,026), indicando correspondéncia parcial do segmento analisado e sugerindo
homologia mais fraca em relagéo a E. coli e K. pneumoniae. Além disso, no segmento
alinhado observam-se quatro substituicdes (em 16 posigdes), com perfil misto: duas
conservativas (Valina — Isoleucina; Metionina — Alanina) e duas nao conservativas
(Asparagina — Tirosina; Acido glutdmico — Leucina) (Nelson, 2022). Nesse cenario,
a interpretacdo do E-value deve considerar que ele depende do comprimento da
sequéncia consultada e do espago de busca, de modo que, em consultas curtas, é
particularmente importante interpretar o E-value em conjunto com identidade e
cobertura (Kerfeld; Scott, 2011; Kolla; Makam; Reddy, 2023). Assim, a combinagéo de
cobertura incompleta e presenca de alteragdes ndo conservativas no segmento
recuperado reduz a evidéncia de conservacao do epitopo completo e pode contribuir
para menor robustez do reconhecimento do E2 em P. mirabilis quando comparado a
E. coli e K. pneumoniae, hipotese a ser analisada em conjunto com os resultados

experimentais de AE2.

Por fim, a analise in silico do epitopo E3 mostrou um padrao de conservagao

mais heterogéneo em comparagao aos demais epitopos avaliados (Tabela 5).



Tabela 5 - Conservagao do epitopo E3 entre diferentes uropatégenos.
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% ldentidade

Query E-value

Espécie / Sequéncia alinhada cover

Acesso

S. V F NR R A E T G Q P I S T Y WWN A D 20/20 (100%) 100% 7e-17
saprophyticus

(referéncia)
WP_069819992.1

E. coli V F lR R A-G.P I S T Y W-A - 13/19(68%) 5%  oos
WP_218794464.1
K. pneumoniae |V W - - - - 9/16(56%) 80% 2.6
WP_163592061.1

P. mirabilis - 8/15(53%) 40% 17

WP_436693674.1

Alinhamento do epitopo E3 (VFNRRAETGQPISTYWWNAD), derivado de Staphylococcus saprophyticus, contra proteinas homaélogas identificadas
em Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Proteus mirabilis, obtidas por BLASTp utilizando o banco RefSeq Proteins. Os residuos divergentes séo
destacados em vermelho. O percentual de identidade foi calculado com base no numero de residuos conservados sobre o comprimento total do epitopo (20
aa). O query cover indica a extensao da regido alinhada, e o E-value expressa a significancia estatistica do alinhamento.

Fonte: Elaboragao propria, 2026.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_069819992.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=JVPN31RV016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_218794464.1?report=genbank&log$=prottop&blast_rank=3&RID=JVM4E1GM014
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_163592061.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=JVN8051U016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/WP_436693674.1?report=genbank&log$=protalign&blast_rank=1&RID=JVP2JH2E016
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O epitopo E3 foi descrito por Silva (2025) como derivado da proteina N-
acetilmuramoil-L-alanina amidase (Q49VK7) de S. saprophyticus, cuja massa
molecular predita é de aproximadamente 28,2 kDa. No mesmo estudo, apesar desse
tamanho tedrico, o Western blot evidenciou espécies com massa aparente superior, 0
que foi interpretado como compativel com oligomerizagdo/associagao e/ou outras
formas de processamento (Silva, 2025). Assim, a analise in silico do E3 (Tabela 5) se
destaca por apresentar conservagdao mais restrita e, principalmente, reducao

progressiva da cobertura do epitopo completo nos uropatdgenos avaliados.

Em E. coli, observou-se 68% de identidade (13/19), com 95% de query cover e
E-value 6e-05, indicando que quase todo o segmento do epitopo foi recuperado no
alinhamento, embora com substituicdes. Em K. pneumoniae, o alinhamento foi mais
fragmentado, com 56% de identidade (9/16), 80% de query cover e E-value 2,6,
sugerindo menor evidéncia de conservagao do epitopo integral. Para P. mirabilis,
observa-se o quadro mais restritivo: 40% de query cover com 53% de identidade (8/15)
e E-value 1,7, indicando homologia limitada e auséncia de correspondéncia completa

do epitopo no segmento recuperado.

A Tabela 5 permite qualificar o tipo de variacdo observada no epitopo E3. Em
E. coli, no trecho alinhado foram identificadas seis substituicdes, com predominio de
mudangas nao conservativas (4/6), incluindo alteragbes de carga/polaridade (por
exemplo, asparagina — acido aspartico) e uma troca considerada mais radical
(triptofano — serina); duas substituicbes foram mais moderadas/conservativas (por
exemplo, glutamina — serina e acido glutdmico — glutamina) (Nelson, 2022). Em K.
pneumoniae, observaram-se sete substituicbes, com duas conservativas (arginina —
lisina; tirosina — fenilalanina) e predominancia de ndo conservativas (5/7), incluindo
uma mudancga de carga particularmente marcada (acido glutamico — lisina) (Nelson,
2022). Ja em P. mirabilis, as substituigdes no trecho recuperado foram integralmente
nao conservativas (7/7), incluindo trocas que alteram classe quimico-estrutural (por
exemplo, treonina — tirosina; triptofano — acido aspartico) e mudangas envolvendo
prolina (tirosina — prolina), o que, somado a baixa cobertura do alinhamento (40%),
reduz a evidéncia de conservacao do epitopo E3 nessa espécie e pode se refletir em

menor robustez/intensidade de reconhecimento por AE3 (Bui et al., 2007).
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Na sequéncia, esses achados serao relacionados aos perfis de reatividade
observados nos ensaios de On-Cell Western, permitindo avaliar em que medida o grau
de identidade observado se traduz em reconhecimento experimental pelos anticorpos

policlonais.

5.1.1 Consideracoes sobre limitacées do banco de dados / curadoria taxondmica

Considerando em conjunto as analises de E1, E2 e E3, ressalta-se ainda a
auséncia de alinhamentos significativos para K. variicola no banco de dados utilizado.
Esse resultado in silico reflete provaveis limitagdes na curadoria de bancos de dados
gendmicos. Conforme elucidado por Barrios-Camacho et al. (2019), isolados de K.
variicola sao frequentemente subnotificados ou erroneamente classificados como K.
pneumoniae em repositorios publicos, dificultando a identificagdo de homologias via
ferramentas de alinhamento padréo (Barrios-Camacho et al., 2019). Nesse contexto,
considerando a proximidade filogenética entre K. pneumoniae e K. variicola e a
frequente identificacdo equivocada entre as duas espécies, é plausivel que parte dos
perfis de homologia observados para K. pneumoniae também se aplique a K. variicola,
contudo, essa extrapolacdo deve ser interpretada com cautela, uma vez que
diferengas gendmicas entre espécies proximas podem afetar a conservagao de

epitopos especificos, reforcando a importancia de validagao experimental.

5.2 Os anticorpos policlonais anti-epitopos demonstraram capacidade de

reconhecer células intactas de E. coli, K. pneumoniae e K. variicola

A capacidade de reconhecimento dos anticorpos AE1, AE2 e AE3 frente a
células intactas de E. coli, K. pneumoniae e K. variicola foi investigada por meio da
técnica de On-cell Western (Figura 5) (Brockmoller et al., 2023). Para isso, os
anticorpos primarios foram empregados na diluicdo de 1:2000, e as células
bacterianas foram testadas em diluicdes seriadas de 1:10" a 1:10°. Além disso, trés
isolados distintos de cada espécie foram analisados como réplicas bioldgicas,

permitindo examinar a consisténcia do reconhecimento imunolégico e a
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heterogeneidade entre amostras bacterianas independentes (Blainey; Krzywinski;
Altman, 2014).
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Figura 5 - Deteccgao de células intactas de E.coli (A), K. pneumoniae (B) e K.variicola (C) por meio
dos anticorpos anti-epitopo 1 (AE1), 2 (AE2) e 3 (AE3), utilizando a técnica de On-Cell Western.
CN corresponde ao Controle Negativo, no qual o anticorpo primario nao foi adicionado. Os anticorpos
primarios foram diluidos na propor¢gao de 1:2000, e todos os experimentos foram realizados em
triplicata biolodgica. Para a detecgéo, utilizou-se o anticorpo secundario conjugado a enzima peroxidase,
proveniente do kit ECL, diluido a 1:4000. A visualizagao foi realizada por quimioluminescéncia, e as

imagens foram adquiridas com o equipamento L-Pix Chemi com exposi¢céo de 20 minutos em cada
experimento.

Conforme observado nas imagens do On-Cell Western, os trés anticorpos

reconheceram nao apenas E. coli, mas também K. pneumoniae e K. variicola,

indicando que os epitopos avaliados ndo promoveram reatividade restrita a uma unica
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espécie bacteriana. Entretanto, esse reconhecimento ndo ocorreu de forma
completamente uniforme entre os diferentes isolados e anticorpos. As proprias
imagens qualitativas ja sugeriam variagdo na intensidade do sinal quimioluminescente
entre as cepas de uma mesma espécie, e essa tendéncia foi corroborada pelos
graficos de intensidade relativa apds corre¢ao pelo controle negativo e normalizagao
intra-réplica bioldgica (Figura 6, 7 e 8). Nos perfis densitométricos, observou-se, de
modo geral, aumento do sinal relativo nas diluicbes mais altas, especialmente entre
1:10% e 1:10°% embora com diferencas no comportamento de cada anticorpo e na

amplitude da resposta entre as bactérias analisadas.
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Figura 6 - Intensidade relativa do sinal quimioluminescente obtido no ensaio de On-cell Western
para os isolados bacterianos incubados com o anticorpo AE1 ao longo de diluicbes seriadas
celulares. (A) Escherichia coli; (B) Klebsiella pneumoniae; (C) Klebsiella variicola; (D) intensidade
relativa média por espécie, calculada a partir dos trés isolados analisados em cada diluicdo, com barras
representando o desvio-padrdo. Os valores foram obtidos por analise densitométrica no software
ImageJ/Fiji, corrigidos pelo controle negativo e normalizados em relagdo ao maior sinal de cada réplica
bioldgica, definido como 100%.

Para AE1 (Figura 5A e Figura 6), os graficos mostraram um perfil relativamente
consistente entre as trés espécies, com intensidades relativas mais elevadas
concentradas sobretudo entre 1:10% e 1:10°. Em E. coli, os trés isolados apresentaram
incremento progressivo do sinal, com maximos distribuidos entre 1:10% e 1:10°. Em K.
pneumoniae, observou-se comportamento semelhante, embora com maior variagao

entre as cepas 01, 02 e 38. Ja em K. variicola, o sinal também mostrou-se mais intenso
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nas diluicbes mais altas, especialmente para as amostras 15 e 35. Esse padrao é
compativel com a analise in silico do epitopo E1, na qual E. coli e K. pneumoniae
apresentaram 80% de identidade, 100% de cobertura e E-values baixos. Assim, o
comportamento experimental de AE1 frente a E. coli e K. pneumoniae é coerente com

a maior conservacgao predita para E1 nessas espécies.
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Figura 7 - Intensidade relativa do sinal quimioluminescente obtido no ensaio de On-cell Western
para os isolados bacterianos incubados com o anticorpo AE2 ao longo de diluigées seriadas
celulares. (A) Escherichia coli; (B) Klebsiella pneumoniae; (C) Klebsiella variicola; (D) intensidade
relativa média por espécie, calculada a partir dos trés isolados analisados em cada diluicao, com barras
representando o desvio-padrdo. Os valores foram obtidos por analise densitométrica no software

ImageJ/Fiji, corrigidos pelo controle negativo e normalizados em relagado ao maior sinal de cada réplica
bioldgica, definido como 100%.

Para AE2 (Figura 5B e Figura 7), o padrao experimental também sustentou
reatividade frente as trés espécies, mas com variacio entre isolados. Em E. coli, dois
isolados atingiram sinal maximo em 1:10°, enquanto um deles mostrou pico em 1:10%.
Em K. pneumoniae, a tendéncia geral de maior intensidade relativa em 1:10%. —1:10°
foi mantida, mas com diferencas entre as amostras. E em K. variicola, verificou-se
novamente heterogeneidade, com dois dos isolados atingindo 100% ja em 1:103,
enquanto o outro apresentou resposta mais tardia. Esses resultados dialogam com a
analise in silico de E2, que evidenciou 80% de identidade e 100% de cobertura para
E. coli e K. pneumoniae, com E-values baixos, indicando conservagao detectavel e

relativamente robusta.
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Figura 8 - Intensidade relativa do sinal quimioluminescente obtido no ensaio de On-cell Western
para os isolados bacterianos incubados com o anticorpo AE3 ao longo de dilui¢ées seriadas
celulares. (A) Escherichia coli; (B) Klebsiella pneumoniae; (C) Klebsiella variicola; (D) intensidade
relativa média por espécie, calculada a partir dos trés isolados analisados em cada diluigdo, com barras
representando o desvio-padrdo.Os valores foram obtidos por analise densitométrica no software
ImageJ/Fiji, corrigidos pelo controle negativo e normalizados em relagdo ao maior sinal de cada réplica
bioldgica, definido como 100%.

Ja AE3 (Figura 5C e Figura 8) apresentou o perfil mais heterogéneo entre os
trés anticorpos, sobretudo em K. variicola. Embora tenha havido reconhecimento nas
trés espécies, os maximos relativos distribuiram-se de forma menos uniforme entre as
diluicbes, e a oscilacdo entre as cepas foi mais evidente. Em E. coli, o aumento do
sinal em geral ocorreu das diluicbes intermediarias para as mais altas. Em K
pneumoniae, a resposta variou mais fortemente entre os trés isolados, e, em K.
variicola, o comportamento foi o mais irregular, com picos em diferentes diluicbes
dependendo da amostra avaliada. Esse padrdo experimental € compativel com a
analise in silico do epitopo E3, que mostrou conservagao mais restrita em comparagao
com E1 e E2: para E. coli, observou-se 68% de identidade com 95% de cobertura e
E-value de 6e-05, para K. pneumoniae, 56% de identidade, 80% de cobertura e E-
value de 2,6. Em conjunto, esses achados sugerem que a maior heterogeneidade
experimental de AE3 pode refletir a menor conservagao relativa, observada nas

analises in silico, do epitopo correspondente.
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A analise estatistica dos dados normalizados por ANOVA one-way indicou
diferencga significativa entre as diluicbes avaliadas e entre os isolados de uma mesma
espécie (p < 0,05), corroborando quantitativamente a tendéncia observada nos
graficos de que o sinal relativo variou em fungao da diluigdo celular. No entanto, como
o experimento foi conduzido com triplicatas biolégicas, sem replicatas técnicas, essa
inferéncia deve ser interpretada de forma complementar e exploratdria.
Adicionalmente, como a normalizagao foi realizada intra-réplica biolodgica, definindo-
se o0 maior valor de cada curva como 100%, os resultados expressam principalmente
o perfil relativo de reatividade ao longo das dilui¢des, e ndo medidas absolutas de
intensidade comparaveis entre todas as condigdes. Assim, mais do que demonstrar
diferenga estatistica entre as dilui¢des, a analise evidenciou que, de modo geral, os
maiores sinais relativos se concentraram nas diluicées 1:103, 1:10* e 1:10° para os

trés microrganismos testados.

Contudo, o ponto de maxima intensidade relativa n&o foi idéntico para todos os
isolados, uma vez que, em alguns casos, o pico de reatividade foi observado em 1:10°,
em outros casos o pico ocorreu em 1:10° ou 1:10%, seguido de discreta redugédo em
1:10°. Esse comportamento sugere que o reconhecimento imunoldgico nao depende
exclusivamente da quantidade de células presente no ensaio, mas também da relacéo
entre densidade celular, disponibilidade de epitopos acessiveis e eficiéncia de
interacdo antigeno-anticorpo (Méchin; Rousset; Girardeau, 1996). Em ensaios
realizados com células intactas, pequenas variagdes na exposi¢cao superficial, na
abundancia, na conformacédo e no processamento dos alvos antigénicos podem
influenciar o perfil de reatividade observado, uma vez que a acessibilidade dos
epitopos e a disponibilidade dos alvos na superficie celular interferem diretamente na
interacdo com os anticorpos (Méchin; Rousset; Girardeau, 1996; Vollmer et al., 2008).
Assim, os resultados obtidos ndo indicam um comportamento estritamente linear, mas
sim a existéncia de uma faixa 6tima de detecgéo relativa, concentrada, de modo geral,
entre 1:10% e 1:10°, embora sujeita a oscilagdes entre cepas bacterianas e a possiveis
interferéncias analiticas do ensaio (Tate; Ward, 2004).

Ja a menor intensidade observada nas diluicdes mais baixas pode estar
relacionada a maior densidade celular e a maior carga antigénica nessas condicoes,
0 que potencialmente dificulta a interagdo antigeno-anticorpo ou favorece

interferéncias analiticas no ensaio (Tate; Ward, 2004). Em imunoensaios, esse tipo de
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comportamento ja foi descrito em amostras mais concentradas e pode estar associado
a excesso de analito/antigeno e a resposta nao linear do sinal ao longo das diluigbes
(Tate; Ward, 2004). Nesse contexto, a variabilidade observada entre os isolados de
uma mesma espécie pode refletir diferengas na expressao e na exposi¢ao superficial
dos antigenos, contribuindo para as variagbes na intensidade do sinal
quimioluminescente detectado experimentalmente (Klimka et al., 2021; Méchin;
Rousset; Girardeau, 1996; Vollmer et al., 2008).

Do ponto de vista bioloégico, o reconhecimento observado neste estudo era
esperado, uma vez que os anticorpos policlonais foram produzidos frente a epitopos
derivados de proteinas antigénicas de S. saprophyticus associadas ao metabolismo e
ao remodelamento da parede celular (Oliveira et al., 2023). Entre esses alvos estdo a
autolisina bifuncional (Q49WH3), descrita como proteina extracelular no exoproteoma
de S. saprophyticus, a proteina N-acetilmuramoil-L-alanina amidase (Q49VK7) e o
antigeno secretor putativo (Q49ZM2), este ultimo anotado como relacionado ao
metabolismo da parede celular e portador de dominio CHAP (Cysteine, Histidine-
dependent Amidohydrolases/Peptidases) (Rossi et al., 2009). No estudo de Oliveira et
al. (2023), esses antigenos deram origem a epitopos hidrofilicos homdlogos a
epitopos de outras bactérias causadoras de ITU, incluindo E. coli e K. pneumoniae, o
que ja indicava a possibilidade de reconhecimento cruzado. Além disso, hidrolases de
peptidoglicano, como amidases, glucosaminidases, transglicosilases liticas e outras
autolisinas, constituem um grupo amplo de enzimas bacterianas com papel central na
divisdo celular, separacao das células-filhas, renovagao estrutural da parede e
autdlise, favorecendo a conservacdo funcional de determinados dominios entre
espécies distintas (Bourgeois et al., 2009; Mitchell et al., 2021; Vollmer et al., 2008).
No caso do antigeno secretor putativo (Q49ZM2), a presenga de um dominio CHAP
reforca ainda mais essa plausibilidade, uma vez que proteinas dessa superfamilia
atuam como amidohidrolases/peptidases envolvidas na clivagem do peptidoglicano e
estdo amplamente distribuidas no reino bacteriano (Rossi et al., 2009). Assim,
acredita-se que a reatividade observada frente a E. coli, K. pneumoniae e K. variicola
nao deve ser interpretada como um achado inesperado, mas como um resultado
compativel com a conservagao parcial de regides antigénicas em proteinas envolvidas

na fisiologia da parede celular bacteriana.
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No caso de K. variicola, a auséncia de alinhamentos significativos no banco de
dados utilizado nao invalida os achados experimentais. Pelo contrario, essa
discrepancia entre os dados in silico e o reconhecimento observado no On-Cell
Western reforca a necessidade de cautela na interpretacdo bioinformatica,
especialmente diante das limitagbes de curadoria taxondmica ja descritas para essa
espécie (Barrios-Camacho et al., 2019). Como discutido anteriormente, K. variicola é
frequentemente subnotificada ou classificada como K. pneumoniae em repositérios
publicos, o que pode dificultar a recuperagédo de proteinas homologas por BLASTp
(Barrios-Camacho et al., 2019). Assim, a reatividade experimental frente a K. variicola
ganha relevancia adicional, pois sugere a presenca de determinantes antigénicos
compartilhados ou funcionalmente relacionados, mesmo quando essa

correspondéncia nao é prontamente recuperada por ferramentas de alinhamento.

Em conjunto, esses achados ganham relevancia quando comparados ao
panorama atual de desenvolvimento de imunodiagndsticos para ITU. Na literatura,
alguns estudos concentram-se na produgao de anticorpos dirigidos a detec¢géo de um
unico agente etioldgico, como E. coli em testes imunocromatograficos de fluxo lateral,
nos quais a especificidade do anticorpo é explorada para reconhecimento direcionado
do patégeno-alvo (Da Cunda et al., 2024). Em contraste, a proposta do presente
estudo foi investigar anticorpos policlonais gerados a partir de epitopos previamente
identificados em S. saprophyticus, mas com potencial de reconhecer diferentes
bactérias uropatogénicas. Essa abordagem se aproxima, em parte, do objetivo de
testes rapidos para bacteriuria, como o RapidBac, descrito por Stapleton et al. (2015),
embora naquele caso o método tenha sido baseado em anticorpos monoclonais
voltados principalmente para bacteriuria significativa por uropatégenos Gram-
negativos (Stapleton et al., 2015). Assim, embora ainda em carater exploratério, os
resultados aqui obtidos sugerem que o uso de anticorpos anti-epitopos com
reconhecimento ampliado pode representar uma estratégia promissora para o
desenvolvimento futuro de ferramentas imunodiagndsticas mais rapidas aplicadas a

triagem de ITUs.

Essa possibilidade € particularmente relevante diante da diversidade de
agentes etioldgicos envolvidos nas ITUs e da necessidade de métodos diagndsticos
que reduzam o tempo de resposta em relacdo a urocultura. Embora a cultura

permaneca como padrao-ouro, a demora de 24 a 48 horas para liberacdo dos



72

resultados sustenta a busca por abordagens rapidas e de facil execucéo,
especialmente em contextos de triagem e apoio a decisao clinica (Sujith; Solomon;
Rayappan, 2024).

Adicionalmente, a técnica de On-Cell Western empregada neste estudo
mostrou-se util como plataforma experimental para demonstrar o reconhecimento de
células bacterianas intactas, sem a necessidade de extragdo proteica prévia. Ainda
que sua aplicagdo rotineira dependa de equipamento para deteccdo de
quimioluminescéncia, os resultados obtidos indicam que os anticorpos AE1, AE2 e
AE3 podem futuramente ser adaptados para outros formatos diagndsticos, como
ensaios em membrana ou testes imunocromatograficos, a semelhanga de estratégias
ja exploradas para deteccdo de uropatdégenos em urina (Da Cunda et al., 2024;
Stapleton et al., 2015).

Além da aplicagéo potencial no contexto das ITUs, a capacidade de reconhecer
células bacterianas intactas mesmo em diluicdes elevadas (1:10°) sugere que esses
anticorpos também possam ser explorados, futuramente, em outras abordagens de
deteccao bacteriana. Entre essas possibilidades, podem ser considerados contextos
gque demandam alta sensibilidade analitica, como o monitoramento microbioldgico de
amostras e produtos que requerem controle de esterilidade, bem como investigagdes
voltadas a deteccdo de bacteremia em matrizes clinicas mais complexas. Contudo,
essas aplicagcbes extrapolam o escopo do presente estudo e exigiriam validagao
especifica quanto a sensibilidade, especificidade e interferéncia de matriz em cada

condi¢cdo analisada.

Considerando os achados obtidos, a determinagao da faixa de deteccéo dos
anticorpos representa uma continuidade natural da caracterizacdo de seu

desempenho analitico.

5.2.1 Consideracoes sobre a avaliacio experimental de Proteus mirabilis

Embora as analises in silico tenham indicado similaridade parcial entre os
epitopos avaliados e sequéncias de P. mirabilis, a validacido experimental dessa
espécie apresentou limitagdbes que impediram uma interpretacdo conclusiva dos
resultados. Nos ensaios de On-Cell Western, observou-se sinal recorrente no controle
negativo, comprometendo a distingdo segura entre reconhecimento especifico e
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background experimental. A repeticdo dos experimentos em dias distintos e a inclusao
de diferentes isolados de P. mirabilis nao foram suficientes para eliminar esse
comportamento, indicando que o problema n&o se restringiu a um unico ensaio ou a
uma unica amostra bacteriana. Dessa forma, o background observado permaneceu
como uma limitagdo metodoldgica do ensaio nas condi¢des testadas. Em protocolos
de imunodeteccao quimioluminescente, background elevado pode estar associado a
bloqueio insuficiente, reatividade cruzada com proteinas do bloqueio, uso excessivo
de conjugado enzimatico ou a condi¢gdes do sistema de detecg¢ado utilizado, exigindo
otimizacao experimental dessas variaveis para obtengdo de um sinal mais especifico
(Alegria-Schaffer; Lodge; Vattem, 2009).

Diante disso, uma das hipoteses para o sinal observado no controle negativo é
a ocorréncia de ligacdo inespecifica envolvendo o sistema de deteccdo e
componentes de superficie de P. mirabilis. Entre esses componentes, modificagdes
no LPS e diferentes O-antigenos merecem consideragao, pois alteram propriedades
da superficie bacteriana e podem influenciar interagdes em contextos imunolégicos e
experimentais (Armbruster; Mobley; Pearson, 2018). Ainda assim, essa possibilidade
deve ser considerada com cautela, uma vez que nao pdde ser confirmada

experimentalmente nas condi¢cdes deste estudo.

5.3 Delimitacao experimental da faixa de deteccao do anticorpo AE1 por

titulagao em On-Cell Western

Com base nos resultados do ensaio de On-Cell Western, a etapa seguinte
consistiu na titulagdo do AE1, com o objetivo de delimitar experimentalmente sua faixa
de deteccao e aprofundar a caracterizacdo de seu desempenho analitico. Para essa
etapa, optou-se apenas pelo uso do anticorpo AE1, em razdo de seu desempenho
mais consistente nos ensaios prévios de reconhecimento, o que justificou sua escolha

para a caracterizacgao inicial do limite de deteccgao.

A avaliacao da faixa de deteccdo do anticorpo é relevante porque contribui para

a caracterizacdo da sensibilidade analitica e da faixa util de detec¢cao do ensaio,
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permitindo avaliar em que condi¢des o sinal quimioluminescente ainda pode ser
documentado e comparado de forma confiavel (Alegria-Schaffer; Lodge; Vattem,
2009; Fournier; Brons; Taucher-Scholz, 2003).

Nas investigagdes iniciais de reconhecimento bacteriano, o sinal
quimioluminescente ja podia ser observado apds poucos minutos de exposigao.
Entretanto, para fins de documentacgao visual e melhor apresentagdo das imagens
representativas, também foram utilizadas exposi¢cées mais prolongadas (~20min). Ja
no neste ensaio, realizado com AE1 frente a uma cepa de E. coli (E. coli 104) em
triplicata técnica e em diferentes diluicbes do anticorpo, optou-se por tempos de
exposicao reduzidos, variando de segundos a poucos minutos, com o objetivo de
minimizar saturagao do sinal, reduzir background e preservar uma faixa de leitura mais
adequada para comparacao entre as diluicdes testadas (Alegria-Schaffer; Lodge;
Vattem, 2009; Fournier; Brons; Taucher-Scholz, 2003).

Nesta avaliagdo (Figura 9), o anticorpo AE1 apresentou sinal
quimioluminescente detectavel ao longo de varias diluigcbes testadas, com redugao
progressiva da intensidade a medida que a concentragdo do anticorpo diminuia. As
diluicdes mais concentradas geraram sinais mais intensos e bem definidos, enquanto

nas diluicbes mais elevadas a marcagéao tornou-se progressivamente mais ténue.

CN 1:2000 1:4000 1:8000 1:16000 1:24000 1:32000 1:48000 1:64000

Figura 9 - Sinal quimioluminescente obtido no ensaio de On-Cell Western para delimitagao
experimental da faixa de detecgao do anticorpo AE1 frente ao isolado Escherichia coli 104. O
ensaio foi realizado em ftriplicata técnica, utilizando diluigdes seriadas do anticorpo de 1:2.000 a
1:64.000. CN: controle negativo. Para a detecgéo, utilizou-se o anticorpo secundario conjugado a
enzima peroxidase, proveniente do kit ECL, diluido a 1:4000. A visualizagdo foi realizada por
quimioluminescéncia, e as imagens foram adquiridas com o equipamento L-Pix Chemi com exposi¢bes
entre 10 segundos e 3 minutos em cada experimento.

A analise densitométrica semiquantitativa do anticorpo AE1 confirmou o padrao
de resposta dependente da diluicdo (Figura 10), caracterizado por reducao
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progressiva da intensidade quimioluminescente a medida que a concentragdo do

anticorpo diminuiu.

Faixa de detec¢ao do anticorpo AE1
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Figura 10 - Andlise densitométrica semiquantitativa da delimitagao experimental da faixa de
deteccao do anticorpo AE1 por On-Cell Western. Valores de mean gray corrigido obtidos por
ImageJ/Fiji para as diferentes diluicbes do anticorpo AE1, em triplicata técnica, frente ao isolado
Escherichia coli 104. O mean gray corrigido corresponde a intensidade média do sinal
quimioluminescente de cada pogo apds subtragédo do valor do controle negativo da mesma réplica. Os
pontos representam os valores individuais das réplicas técnicas; a barra horizontal indica a média e as
barras verticais, o desvio-padréo.

De modo geral, as maiores médias de mean gray corrigido concentraram-se
nas diluicées iniciais e intermediarias, enquanto as menores intensidades foram
verificadas nas diluicdes mais elevadas, especialmente entre 1:32.000 e 1:64.000.
Esse comportamento permitiu delimitar experimentalmente a faixa em que o AE1
apresentou melhor desempenho no ensaio, bem como identificar a regiao em que a
resposta se tornou progressivamente mais reduzida. Tal achado é compativel com o
principio da titulagdo de anticorpos, segundo o qual a diminui¢do da disponibilidade
do reagente tende a impactar a intensidade do reconhecimento, sendo a condigcéo
ideal aquela capaz de proporcionar melhor separacao entre sinal especifico e fundo
(Bonilla et al., 2024).

Além disso, a interpretacdo desses resultados deve considerar que sinais
obtidos por detec¢do quimioluminescente n&o apresentam, necessariamente, relagéo
linear com a quantidade de alvo, podendo variar conforme o anticorpo e as condigdes

do ensaio (Charette et al., 2010). Nesse contexto, a estratégia de diluicdo seriada
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adotada neste estudo mostrou-se particularmente relevante, por permitir uma
avaliagdo mais consistente do comportamento do AE1 ao longo da titulagdo e
fortalecer a interpretacao semiquantitativa dos dados. Charette et al. (2010) destacam,
inclusive, que a realizacao de séries de diluicdo aumenta a precisdo da analise e pode
evidenciar de forma mais adequada a significancia dos resultados obtidos em ensaios

com quimioluminescéncia (Charette et al., 2010).

Em conjunto, os dados obtidos demonstram que o ensaio foi capaz de
caracterizar a faixa final de resposta do AE1 nas condi¢des avaliadas, evidenciando
redugao mais pronunciada do sinal nas diluigdes mais extremas. Assim, mais do que
estabelecer um ponto absoluto de interrup¢cao da detecgcao, os resultados permitiram
definir experimentalmente a regido em que a resposta do anticorpo passa a se tornar
mais limitada, contribuindo para a determinacéo do seu limite de detecgao no contexto
do On-Cell Westemn.

5.4 Deteccao direta de bactérias cultivadas em urina por On-Cell Western

Para avaliar a detecgao direta de bactérias em condigdo mais proxima do
contexto de infecgdo urinaria, células de E. coli cultivadas em urina foram submetidas
ao ensaio de On-Cell Western utilizando o anticorpo AE1, com diluicdes celulares
variando de 1:10" a 1:10" (Figura 11). Considerando que a urina constitui a matriz
natural na qual esses microrganismos se encontram durante o processo infeccioso,
essa etapa permitiu avaliar o desempenho dos anticorpos em uma condicdo mais

complexa e restritiva do que o meio de cultura rico.
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C1N 1:10' 1:102 1:10%  1:10° 1:10° 1:10¢ 1:107 1:108 1:10° 1:10%

CzN 1:10" 1:10'2 1:10"* 1:10'* 1:10'®

Figura 11 - Deteccao de Escherichia coli cultivada em urina por On-Cell Western utilizando o
anticorpo AE1. Células de E. coli cultivadas em urina foram submetidas ao ensaio em série de diluicoes
de 1:10" a 1:10". CN1: controle negativo sem anticorpo primario. CN2: urina filtrada sem inoculagao
bacteriana, incubada com anticorpo primario e secundario. Para a detecgéo, utilizou-se o anticorpo
secundario conjugado a enzima peroxidase, proveniente do kit ECL, diluido a 1:4000. A visualizagao foi
realizada por quimioluminescéncia, e as imagens foram adquiridas com o equipamento L-Pix Chemi
com exposigdes entre 10 segundos e 3 minutos em cada experimento.

Observou-se manutencdo de sinal quimioluminescente ao longo da série
testada, com tendéncia de reducdo da intensidade a medida que as diluicbes
aumentavam, sugerindo relagdo entre a quantidade de células bacterianas e o nivel

de reconhecimento imunoldgico.

Durante a aquisicdo das imagens, optou-se por tempos de exposigao
reduzidos, variando de segundos a poucos minutos, com o objetivo de minimizar a
saturagado do sinal, reduzir o background e preservar uma faixa de leitura mais
adequada para comparagao entre as diluicbes. Ainda assim, o controle CN2,
composto por urina filtrada sem inoculagdo bacteriana e incubado com anticorpo
primario e secundario, apresentou discreto sinal de fundo. Esse resultado pode refletir
background inerente a matriz urinaria ou possivel interagao inespecifica com alguns
de seus componentes. A urina € uma matriz biolégica complexa, composta por ureia,
sais inorganicos, creatinina, amoénia, acidos organicos e diversos outros solutos, cuja
composi¢do pode variar substancialmente (Bouatra et al.,, 2013). Essa
heterogeneidade pode interferir no desempenho de ensaios imunoldgicos, uma vez
que parametros da matriz, como pH, eletrdlitos, solutos, proteinas e carboidratos,
podem afetar a formacdo dos complexos antigeno-anticorpo e contribuir para o

aumento do sinal basal (Taylor et al., 2012).
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Nesse contexto, o discreto sinal observado no CN2 pode ser compativel com
um efeito de matriz, e ndo necessariamente com reconhecimento especifico de alvos
bacterianos. Esse tipo de interferéncia ja foi descrito em ensaios imunoldgicos
aplicados a urina, nos quais a composi¢cao da amostra pode afetar a sensibilidade, a
reprodutibilidade e a acuracia das medigdes, inclusive de maneira variavel entre

diferentes amostras e analitos (Chiu et al., 2010; Taylor et al., 2012).

A persisténcia do sinal mesmo apds modificagdes no protocolo, como bloqueio
com caseina a 5% e aumento do numero de lavagens, reforga a hipétese de que a
interferéncia observada esteja relacionada, ao menos em parte, a caracteristicas
intrinsecas da propria matriz urinaria, e ndo apenas a uma etapa isolada do
procedimento experimental. Achados desse tipo sdo coerentes com estudos que
mostram que ajustes metodoldgicos simples nem sempre sao suficientes para eliminar

completamente os efeitos de matriz em urina (Taylor et al., 2012).

Como essa etapa foi conduzida com carater exploratorio, envolvendo diferentes
ajustes metodologicos, como alteragdes no bloqueio, no numero de lavagens e nos
tempos de exposigao, os resultados foram analisados de forma predominantemente
qualitativa. Nesse contexto, a auséncia de replicatas obtidas sob condicbes
plenamente padronizadas limitou a realizacdo de uma andlise densitométrica

comparativa robusta.

Sob essa perspectiva, a avaliagao do On-Cell Western em bactérias cultivadas
em urina permitiu avancar de uma condicdo experimental controlada para uma
situagao biologicamente mais desafiadora e potencialmente mais relevante do ponto
de vista diagndstico. Embora o reconhecimento observado para E. coli com o
anticorpo AE1 represente um achado promissor, o sinal detectado no controle
contendo apenas urina evidencia que a matriz urinaria impde limitacdes adicionais a
interpretacdo do ensaio. Portanto, esse conjunto de dados sustenta o potencial da
abordagem, mas também delimita a necessidade de novas otimizagbes para
aumentar sua especificidade analitica em matrizes complexas. Em analises futuras,
poderao ser investigadas estratégias alternativas de detecgao, incluindo a substituigdo
do kit atualmente empregado ou mesmo a adog¢ao de outras abordagens de revelagao
do sinal, com o objetivo de reduzir interferéncias da matriz urinaria e aprimorar o

desempenho analitico do ensaio.
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5.5 Auséncia de reconhecimento de Candida albicans pelos anticorpos anti-

epitopos

Para avaliar a especificidade dos anticorpos anti-epitopos frente a alvos
bacterianos, o ensaio de On-Cell Western também foi aplicado a células de C. albicans
(Figura 12). Nao foi observado sinal detectavel de reconhecimento de C. albicans
pelos anticorpos avaliados nas condicdes do ensaio, resultado compativel com a

natureza n&o bacteriana desse microrganismo.

A escolha desse microrganismo foi relevante nao apenas por se tratar de um
organismo n&o bacteriano, mas também por sua importancia clinica no trato urinario,
uma vez que C. albicans € descrita como a principal causa de infec¢des fungicas
nosocomiais do trato urinario e importante agente de candiduria (presenca de
leveduras do género Candida na urina), especialmente em individuos hospitalizados
e imunocomprometidos (Behzadi; Behzadi; Ranjbar, 2015). Assim, sua inclusdo no
presente estudo permitiu testar os anticorpos em um contexto biologicamente

plausivel, porém estruturalmente distinto das bactérias uropatogénicas avaliadas.

A

110" 1:10% 1:10° 1:10° 1:10° CN 1:10" 1:10% 1:10° 1:10* 1:10°
AE1
1:10" 1:10° 1:10° 1:10* 1:10° cN 1:10' 1:10? 1:10% 1:10* 1:10°
AE2
1:10" 1:10* 1:10° 1:10° 1:10° cN 1:10' 1:10? 1:10% 1:10° 1:10°
AE3

Figura 12 - Deteccao de células intactas de C. albicans por meio dos anticorpos anti-epitopo 1
(AE1), 2 (AE2) e 3 (AE3), utilizando a técnica de On-Cell Western. (A) Imagem com sobreposi¢éo
de luz visivel e quimioluminescéncia; (B) Imagem de quimioluminescéncia pura da mesma placa. CN
corresponde ao Controle Negativo, no qual o anticorpo primario ndo foi adicionado. Os anticorpos
primarios foram diluidos na propor¢cdo de 1:2000, e todos os experimentos foram realizados em
triplicata bioldgica. Para a detecgéo, utilizou-se o anticorpo secundario conjugado a enzima peroxidase,
proveniente do kit ECL, diluido a 1:4000. A visualizagao foi realizada por quimioluminescéncia, e as
imagens foram adquiridas com o equipamento L-Pix Chemi com exposi¢do de 20 minutos em cada
experimento.
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A auséncia de reconhecimento observada € biologicamente coerente com as
diferengas estruturais entre fungos e bactérias. O envelope celular de C. albicans
compreende membrana plasmatica, espago periplasmatico, parede celular e uma
camada fibrosa externa, desempenhando funcbes relacionadas a adesao,
antigenicidade e secrec¢ao de enzimas hidroliticas (Shepherd, 1987). Além disso, sua
parede celular € composta predominantemente por manoproteinas e 3-glucanos, com
menor proporgao de quitina, e apresenta organizagéo dindmica que varia conforme o
estagio de crescimento e a morfologia celular (Hall; Gow, 2013; Shepherd, 1987). Em
especial, a camada mais externa € enriquecida em manoproteinas, enquanto a quitina
se localiza principalmente em regides internas da parede (Shepherd, 1987). Esse
arranjo difere substancialmente da organizacdo tipica das bactérias, nas quais o
peptidoglicano ocupa papel estrutural central. Como os anticorpos testados neste
trabalho foram produzidos contra epitopos bacterianos derivados de proteinas de S.
saprophyticus, era biologicamente esperado que nao apresentassem reatividade
detectavel frente a uma célula eucariética com arquitetura superficial e composicao

de parede tao distintas.

Outro ponto importante é que a escolha de C. albicans como controle negativo
agrega valor metodolégico ao ensaio. Diferentemente de um controle negativo artificial
ou pouco relacionado ao contexto clinico estudado, C. albicans é um microrganismo
que pode estar presente em infecgdes do trato urinario, mas cuja estrutura celular é
suficientemente diferente das bactérias uropatogénicas para funcionar como
parametro de comparag¢ao negativa. Assim, a auséncia de sinal frente a esse fungo
fortalece a interpretacdo de que os anticorpos empregados apresentam reatividade

preferencial frente a alvos bacterianos, ao menos nas condi¢des aqui avaliadas.

Em conjunto, os resultados obtidos apoiam a utilizagédo de C. albicans como
possivel controle negativo experimental em estudos subsequentes. Adicionalmente,
mais do que um resultado simplesmente “ausente”, esse achado contribui para a
validag&o bioldgica do ensaio, ao demonstrar que a quimioluminescéncia observada
para as bactérias testadas possivelmente ndo decorre de uma reatividade
indiscriminada, mas de um reconhecimento mais seletivo de alvos associados ao

contexto bacteriano.



81

6 CONCLUSAO

O presente estudo avaliou a capacidade de anticorpos policlonais,
desenvolvidos a partir de epitopos derivados de proteinas associadas a parede celular
de S. saprophyticus, em reconhecer células intactas de outras bactérias
uropatogénicas de relevancia clinica. Os resultados obtidos demonstraram que,
embora tenham sido produzidos a partir de epitopos de S. saprophyticus, os
anticorpos foram capazes de reconhecer também E. coli, K. pneumoniae e K. variicola,

espécies frequentemente associadas a infec¢ao do trato urinario.

Em conjunto com as analises in silico, esses achados sugerem que os epitopos
utilizados para a produgdo dos anticorpos apresentam regides conservadas entre
diferentes bactérias uropatogénicas, o que pode explicar o reconhecimento cruzado
observado experimentalmente. Esse resultado é relevante por indicar o potencial de
utilizagcado desses anticorpos como ferramenta imunoldgica para deteccédo bacteriana
em infecgdes do trato urinario. Além disso, a auséncia de reconhecimento de C.
albicans reforga a especificidade dos anticorpos para alvos de origem bacteriana,

contribuindo para a interpretagdo da seletividade do ensaio.

A avaliagao experimental de P. mirabilis exigiu maior cautela interpretativa, pois
a presencga de sinal no controle negativo sugeriu possivel interferéncia de background
inespecifico nas condi¢gdes analisadas. Ainda assim, esse achado foi relevante por
evidenciar a necessidade de refinamento metodoldgico, visando melhor distingdo
entre sinal especifico e inespecifico. De modo semelhante, a avaliagdo em urina
demonstrou que o reconhecimento imunolégico pode ser investigado em uma matriz
biologicamente mais proxima do contexto clinico das infecgdes urinarias. Embora
tenha sido observada interferéncia em um dos controles contendo urina, esse
resultado ndo invalida o experimento, ao contrario, ressalta desafios técnicos
importantes e reforca a necessidade de ajustes metodolégicos adicionais para
reducao do sinal de fundo e aumento da especificidade do ensaio.

Adicionalmente, a titulagado do anticorpo AE1 permitiu caracterizar sua faixa de
resposta no ensaio de On-Cell Western, evidenciando redugao progressiva do sinal

quimioluminescente com o aumento da diluicdo do anticorpo. Esse resultado
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contribuiu para a delimitagdo experimental da faixa de detecgdo do AE1 nas condicdes

avaliadas e para a melhor compreensao do desempenho analitico do ensaio.

Em ultima analise, a técnica de On-Cell Western mostrou-se promissora para a
deteccao imunologica de bactérias uropatogénicas em células intactas. Apesar de
ainda serem necessarios ajustes metodolégicos para ampliar a especificidade e
reduzir interferéncias de background, os resultados obtidos sustentam o potencial
dessa abordagem para futuras aplicagbes no desenvolvimento de métodos
diagndsticos mais rapidos e acessiveis para infecgdes do trato urinario. Ademais, a
estratégia aqui investigada podera futuramente subsidiar a adaptacao dos anticorpos
para plataformas mais simples, incluindo testes rapidos baseados em membrana de
nitrocelulose. Considerando a sensibilidade observada no reconhecimento
imunoldgico, esses anticorpos também poderao ser explorados, em estudos futuros,
em outras abordagens que demandem elevada sensibilidade analitica, como o
monitoramento microbioldgico de amostras e produtos submetidos a controle de
esterilidade, bem como em investigagcbes voltadas a deteccdo de bacteremia em

matrizes clinicas mais complexas.
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS

Como desdobramento deste estudo, espera-se ampliar a validacio
experimental dos anticorpos em um maior numero de isolados e espécies bacterianas,
a fim de fortalecer a analise da abrangéncia e da reprodutibilidade do reconhecimento
imunoldgico observado. Também sera importante aprofundar os ensaios em urina,
buscando adaptar a estratégia experimental a condigbes mais proximas da realidade

clinica das infecgdes do trato urinario.

Adicionalmente, os achados obtidos poderdo subsidiar a adaptagao desses
anticorpos para métodos de detecgdo mais simples e acessiveis, como abordagens
colorimétricas, que poderdao representar alternativas potencialmente menos
suscetiveis a variagdes analiticas observadas em sistemas quimioluminescentes, bem
como para plataformas baseadas em membrana de nitrocelulose. Essas
possibilidades podem favorecer o desenvolvimento futuro de ferramentas

diagndsticas mais praticas para aplicagao em microbiologia clinica.
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