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FATORES DE VIRULENCIA, RESISTENCIA ANTIMICROBIANA EM ISOLADOS DE
Escherichia coli PROVENIENTES DO TRATO GENITO-URINARIO DE HUMANO E
DAS FEZES DE SEUS ANIMAIS DE COMPANHIA

RESUMO - De 2008 a 2011 foram isoladas 110 cepas de Escherichia coli,
sendo 59 a partir de urina de mulheres com ITU bacteriana. Os outros 51 isolados
foram coletados por meio de swabs anais dos respectivos animais de estimagao.
Foram pesquisados por PCR a presenca de genes de viruléncia e os genes mais
encontrados foram o hlyF (44,06%), iss (42,37%) e fimH (100%) e hlyF (13,72%),
iss (11,76%) e fimH (96,07%) entre as cepas de origem humana e animal,
respectivamente. Foi realizada também a técnica de ERIC-PCR, onde pode
observar dissimilaridades genéticas entre estes dois grupos bacterianos estudados,
dando fortes indicios de que a transmissdo no presente trabalho esteve ausente.
Foram realizados antibiogramas a partir de cada um dos cinco isolados de cada
amostra encontrando maior nimero de cepas resistentes em mulheres que nos
animais em 8 dos 11 antimicrobianos testados, as maiores resisténcias para as
cepas de origem humana foram o acido nalidixico e o ciprofloxacino com 97,14% e
para as de origem animal a amoxicilina / acido clavulanico e ampicilina com 74,28%
e 68,57% respectivamente. As cepas de origem humana apresentaram também
maiores indices de multirresisténcia que dos animais com 71,42% e 40%,
respectivamente. Estas diferencas entre as resisténcias fortalecem a hipétese de
gue a origem das bactérias causadoras de ITU em mulheres ndo é de seus

respectivos animais de companhia.

Palavras-chave: multirresisténcia, transmissdo, caes, infeccdo do trato
urindrio.



1. INTRODUCAO

Infeccbes do trato urinario (ITU) causam prejuizos aos pacientes e aos
sistemas de saude publica, devido a sua alta incidéncia e morbidade. As mulheres
sdo as mais acometidas por apresentar fatores predisponentes como, por exemplo, a
conformagdo anatbmica que favorece a estase urinaria. Estudos ja demonstraram
varias causas para esta afeccdo, porém poucos sao 0s estudos que se preocupam
com a origem do agente causador.

Descrita pela primeira vez, por Theodor Von Escherich em 1885, a Escherichia
coli € uma bactéria que tem chamado a atencdo na saude publica, principalmente
guando se trata de ITU, uma vez que este patégeno é responsavel por cerca de 80%
deste tipo de infeccao. Atualmente, com a proximidade cada vez maior de humanos
com seus respectivos animais de estimag¢do, ha um interesse muito grande em se
definir a possibilidade de transmissdo desta bactéria. A identificacdo de cepas
patogénicas presentes na microbiota intestinal de cédes e gatos saudaveis gera uma
forte suspeita de uma circulacdo destas entre humanos e animais e assim causar
infeccdo quando atinge um sitio favoravel do hospedeiro.

Quando se fala em transmissé@o de cepas entre humanos e animais devemos
lembrar que na verdade ha um intercambio genético, ou seja, uma bactéria pode
apresentar fatores de viruléncia extraintestinais e permanecer na microbiota animal
sem causar quaisquer danos a este hospedeiro. Além do aspecto de favorecimento
de instalacdo da ITU devemos pensar também na possivel resisténcia antimicrobiana
gue estas bactérias podem portar pelo simples fato de estarem sendo selecionadas a
cada antibiético administrado por uma prescricdo ou simplesmente quando o
proprietario do animal julgar necessario.

O presente trabalho busca complementar o entendimento sobre a presenca de
cepas patogénicas extraintestinais em material de origem intestinal dos animais de
estimacdo, presenca de resisténcia a antimicrobianos e a possivel transmissao

destas entre humanos e animais.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Escherichia coli

Inicialmente denominada de Bacterium coli, a Escherichia coli foi descrita pela
primeira vez por Theodor Von Escherich em 1885. Por fazer parte da microbiota
intestinal da maioria dos animais e do homem, foi por muito tempo considerada néo
patogénica. No entanto esta enterobactéria vem sendo associada a infeccdes
localizadas e sistémicas tanto em seres humanos quanto em animais (KONEMAN et
al.,, 1997). Esta bactéria tem vindo a desenvolver mecanismos de viruléncia e de
resisténcia aos antimicrobianos mais utilizados n&o so0 na rotina clinica, mas também
de forma indiscriminada, tornando-se um problema de saude publica com importantes

implicacdes econdémicas e sociais.

2.1.1 Escherichia coli patogénica extraintestinal (EXPEC)

A EXPEC é um grupo que se distingui das E. coli comensais e patogénicas
intestinais, sdo cepas que parecem ser incapazes de causar doencgas entéricas, mas
podem colonizar o trato intestinal e devem constituir aproximadamente 20% das
cepas predominantes em individuos saudaveis (JOHNSON, 1991). E considerada
uma cepa especializada, que se caracteriza principalmente pela presenca de
multiplos fatores de viruléncia (FV), tais como: hemolisina, adesinas e fimbrias. Para
caracterizacdo de uma cepa como EXPEC é necessario que ela possua pelo menos
dois FV e estabeleca infec¢cdo em individuos saudaveis, e ndo simplesmente causar
infeccao extraintestinal (JOHNSON & RUSSO, 2002; RUSSO & JOHNSON, 2000).
Sao estes fatores que possibilitam a colonizacéo da bactéria na superficie da mucosa
do hospedeiro subvertendo seus mecanismos de defesa a fim de obter nutrientes

essenciais como, por exemplo, o ferro, facilitando a instalagcédo da infecgao.



Doencas induzidas por EXPEC representam uma grande problema em termos
de custos médicos e perdas de produtividade, além de causar doencas em humanos,
causam infecc¢des extraintestinais em animais (SMITH et al. 2007).

As estirpes de Escherichia coli capazes de causar doencga fora do trato
gastrointestinal pertencem a um grupo diverso referido como E. coli patogénica
extraintestinal (EXPEC). As estirpes EXPEC sao responsaveis por uma variedade de
doencas, incluindo infec¢bes do trato urinario, meningites neonatais, septicemia,
pneumonia nosocomial, infeccdo intra-abdominal, osteomielites e infeccdes de
feridas. E. coli uropatogénica (UPEC), um membro proeminente da familia de EXPEC,
€ responsavel por mais de 90% de infec¢bes do trato urinario simples em individuos
normalmente saudaveis (BRANGER, 2005).

2.2 Infeccao do Trato Urinario

As infec¢des do trato urinario (ITU) estdo entre as mais comuns de todas as
infeccdes vistas na pratica clinica; vencidas apenas pelas infeccfes respiratorias,
elas sao responsaveis por trés milhées de visitas a consultérios médicos nos Estados
Unidos (ORENSTEIN, 1999). Alguns estudos indicam que aproximadamente 50 a
70% das mulheres apresentam pelo menos um episodio de ITU, sendo que, 20 a
30% destas apresentam episédios recorrentes (GUPTA, et al, 2001).

A maior susceptibilidade a infeccdo no sexo feminino é devida as condi¢des
anatémicas: uretra mais curta e sua maior proximidade com a vagina e anus. Outros
fatores que aumentam o risco de ITU nas mulheres incluem: episédios prévios de
cistite, o ato sexual, 0 uso de certos géis espermicidas, a gestacdo e o numero de
gestacOes, o diabetes (apenas no sexo feminino) e a higiene deficiente, mais
freqiente em pacientes com piores condicdes socioecondmicas e obesas.
(BRUMMFITT, 1987).

A real incidéncia de ITU é subestimada porque pelo menos metade de todas as
infeccdes urinarias se resolve sem atencdo meédica (POLETTO & REIS, 2005). Ja a

recorréncia de ITU apos a primeira infeccdo acontece em 50% das mulheres durante



0 primeiro ano de seguimento, e em 75% dos casos no periodo de dois anos de
evolucao.

As ITUs adquiridas na comunidade quase sempre sdo causadas por
microrganismos da microbiota intestinal normal, sendo a Escherichia coli a bactéria
mais freqientemente isolada. Outras bactérias encontradas sado Proteus mirabilis,
Klebsiella pneumoniae e Enterococcus faecalis. Estes agentes infecciosos alcangam
a bexiga mais facilmente através da curta uretra feminina do que da uretra masculina
mais longa (BLACK, 2002, TRABULSI, 2002).

O principal risco oferecido pela colonizagdo das EXPEC no intestino humano é
a transferéncia horizontal dos fatores de viruléncia, que podem converter as cepas
comensais em potenciais cepas patogénicas, e assim, causar infeccdo em outros
sitios estéreis como, por exemplo, o trato urinario causando ITU. Estas cepas
constituem cerca de 20% das cepas predominantes em individuos saudaveis. Os
fatores responsaveis por esse processo representam um mistério para a comunidade
cientifica (JOHNSON et al, 2001).

O agente etioldégico mais comum causador de ITU em pacientes ambulatoriais
e hospitalizados é E. coli, responsavel por 75 - 90% dos isolados de ITU nao
complicadas (GUPTA et al, 2001; KARLOWSKY et al, 2002).

Existe uma ampla variedade de manifestagbes clinicas, como ardéncia ao
urinar, incontinéncia urinéria, dor e febre entre outras associadas a ITU, assim como
a recorréncia da infeccdo e o aparecimento de sequelas. Os fatores relacionados a
susceptibilidade individual e os fatores de viruléncia das bactérias explicam esta
variabilidade (SOBEL, 1991). Desta maneira o conhecimento aprofundado destas
bacterias podem ajudar a previnir tal mal.

Embora cées tém sido propostos como carreadores de EXPEC com infeccao
potencial para humanos, presume-se diferenca de hospedeiro espécie-especifica
entre cepas de EXPEC caninas e humanas tem questionado esta hipétese
(JOHNSON et al. 2000).

JOHNSON et al (2001) analisaram fezes de cades coletadas no ambiente e

concluiram que as EXPEC apresentavam clones de viruléncia conhecidos e tinham



alta prevaléncia nestas amostras, além disso sugeriu a hipétese do cdo ser um
importante reservatorio de EXPEC para transmissao em humanos.

A transmissdo de EXPEC em membros de mesma familia, incluindo seus
animais de estimacdo podem contribuir na patogenia da infec¢do do trato urinario
(ITU), mas isto ainda & pouco estudado. JOHNSON & CLABOTS, em 2006,
demonstraram que clones de E. coli, inclusive EXPEC podem transitar entre membros
humanos e animais da familia, mesmo sem contato sexual, sugerindo a circulacao
entre todos os individuos que coabitam uma residéncia.

Animais de estimacdo podem ser reservatorios naturais de varios organismos
potencialmente causadores de doenca em seres humanos, especialmente as
criancas sdo as mais afetadas neste jogo de transferéncia de genes, uma vez que

elas ndo apresentam os devidos cuidados com a higiene (RODRIGUES et al, 2004).

2.3Fatores de Viruléncia

Acredita-se que a transferéncia genética horizontal € essencial para a evolugéo
adaptativa de espécies bacterianas. A quantidade de material genético que tem sido
adquirido por transferéncia genética horizontal € inesperadamente elevada em véarias
bactérias patogénicas (LLOYD et al, 2007) A aquisi¢cado de plasmideos e bacteriéfagos
também tem um papel importante na geracdo da diversidade genbmica e sua
manutencdo. Se o novo DNA adquirido conferir uma vantagem para 0 organismo,
entdo fica retido e pode ser estavelmente integrado no genoma através de processos
de selecao natural. Apesar de existirem estirpes UPEC no trato intestinal do homem,
estas sdo distintas da maioria das estirpes de E. coli comensais uma vez que
possuem fatores especificos que permitem o sucesso da sua transicdo do trato
intestinal para o trato urinario (LLOYD et al, 2007).

UPEC apresentam varios genes de viruléncia, incluindo adesinas fimbriais (tipo
1, P e S), toxinas (fator necrético citotoxico 1 [cnfl], hemolisina e toxina
autotransportadora secretada), e multiplos sistemas de aquisicdo de ferro (SILVEIRA
et al,2001)



A bactéria expressa, frequentemente, multiplas adesinas durante a infeccdo de
forma a favorecer a agregacdo de nichos especificos no trato urinario. Esta
demonstrado que as fimbrias do tipo 1, fatores de viruléncia de fase variavel
envolvidos na aderéncia, sdo das adesinas mais expressas durante uma infeccao
urinaria. As fimbrias, também conhecidas como pili, sdo formadas por subunidades
protéicas repetidas, numa estrutura compacta de forma helicoidal, formando
apéndices que se estendem a superficie bacteriana. As adesinas fimbriais podem ser
rigidas ou flexiveis. Ha, também, outras proteinas de membrana constituintes da
capsula que funcionam com adesinas néo fimbriais (SNYDER, 2005).

A aderéncia a tecidos do hospedeiro é normalmente o primeiro passo na
colonizacdo, sendo as adesinas essenciais na patogénese. Muitas adesinas fimbriais
e nado fimbriais sdo de fase variavel, incluindo a fimbria tipo 1 codificada pelo grupo de
genes fim. As fimbrias de tipo 1, que sdo comuns em quase todas as estirpes UPEC,
ligam-se a glicoproteinas contendo manose em varias células do hospedeiro,
incluindo o epitélio da bexiga, via a adesina fimbrial. Apesar de ser importante na
adesdo, a fimbria pode também ter um papel especifico na ligacdo a células
uroepiteliais e sua invasédo (BRYAN et al, 2006).

A aderéncia das bactérias aos tecidos do hospedeiro € um processo complexo
gue, em muitos casos, envolve a participagéo de varias e distintas adesinas, as quais
podem atuar ao mesmo tempo ou durante diferentes fases da infeccdo. Muitas
bactérias patogénicas dispdéem de fibras de polimeros designados por pilus ou

fimbrias que facilitam a fixac&o inicial as células do epitélio (SALDANA et al, 2009).

2.3.1 fimH

O gene fimH, principal gene do grupamento fim (fimF, fimG e fimH), € um gene
precursor de fimbrias do tipo 1. A expressao desta fimbria tem sido reportada por ser
esta uma importante estrutura para formacéo do biofilme devido sua adesao celular
inicial (WOOD et al, 2006). Enquanto a adesdo mediada pela fimbria do tipo 1 é

importante durante os estagios iniciais de coloniza¢éo, a motilidade e quimiotaxia do



flagelo bacteriano permitem que a UPEC se dissemine para novos sitios do trato
urinario, tanto para obter nutrientes quando estes se tornam limitados, quanto para

escapar da resposta imune do hospedeiro (LANE et al, 2007).

2.3.2 iuch

A EXPEC se caracteriza por ser uma bactéria que tem o poder de se
estabelecer em ambientes inospitos. O gene iucD é responséavel pela formacdo da
aerobactina. A producdo de aerobactina esta relacionada com o aumento da
capacidade de captacdo de ferro, necessério para o transporte de oxigénio
bacteriano, sintese de DNA, transporte de elétrons e metabolismo de peroxidos
(JOHNSON, 1991).

A producao de aerobactina é detectada em grande frequéncia em amostras de
E. coli provenientes da urina e do sangue, mais do que em isolados fecais de
individuos normais, mostrando que a producdo da aerobactina tem um importante

papel no fator de viruléncia em isolados da E. coli extra-intestinal (OPAL et al, 1990).

2.3.3 pap

As bactérias patogénicas frequentemente possuem pili com propriedades de
ligacdo especificas que lhes permitem anexar ao tecido epitelial. Na E. coli, o pili
associado a pielonefrite se liga no glicolipideo do epitélio do trato urinario,
favorecendo, assim a sua adesao e consequente infeccao.

A fimbria P € um heteropolimero constituido de 1000 subunidades helicoidais
polimerizadas, com uma subunidade maior (Pap A) constituindo o corpo da fimbria e
trés subunidades menores (Pap E, Pap F e Pap G) que estdo relacionadas a
aderéncia; Pap H é responsavel pela terminacdo e implantacdo da fimbria na
superficie celular. Pap C e Pap D sao requeridas para polimerizacdo e transporte das

subunidades fimbriais, respectivamente. Pap G € a molécula de adesina que confere



especificidade de ligagbes. Pap B e Pap | sdo proteinas envolvidas na ativacao

transcricional do operon (LUND et al., 1988).

2.3.3.1 papGli

Os produtos dos genes pap-G, de uma forma geral favorecem a sua fixacdo as
células da bexiga urinaria, trabalhos demonstram que para uma adeséao eficiente ao
rim do hospedeiro € essencial que a E. coli contenha esse gene, ou seja, o pili é o

mais especifico para uma adeséo a este 6rgdo (SODERHALL, 2005).

2.3.4 hlyF

Em 1999, Beutin et al., estudando cepas de STEC, observaram que cerca de
89% apresentavam um fendtipo hemolitico diferente do padréo ja conhecido e
associado a alfa-hemolisina de E. coli (Hly). As cepas foram denominadas
enterohemoliticas e ndo produziam alfa-hemdélise em &gar sangue de carneiro
convencional, mas pequenas e turvas zonas hemoliticas, apds a incubagéo por 18 a
24 horas em 4gar sangue com hemacias de carneiro lavadas, suplementado com
cloreto de célcio. (BEUTIN et al, 1994). Embora a enterohemolisina esteja presente
na maioria dos isolados de EHEC e STEC e a enterohemolise sugerida como um
marcador para deteccdo de EHEC (BEUTIN et al., 2004), sua contribuicdo na
patogenicidade de EHEC/STEC ainda nao foi esclarecida. Sugeriu-se que a lise de

eritrocitos pode fornecer ferro e estimular o crescimento de STEC (LAW, 1995).

2.3.5 usp

A proteina uropatogénica especifica tem sido usada para identificar a presenca
de Escherichia coli uropatogénica tanto em humanos quanto em animais de

estimacdo (DRESCHER, 2006). A presenca do gene usp em isolados de E. coli de



cdes e gatos tem proposto que estes animais sao reservatorios para a ITU humana
(WEBER et al, 2006).

2.3.6 cnfl

O Fator Citotoxico Necrosante (CNF, da sigla em inglés Cytotoxin Necrotizing
Factor) € uma proteina que interage com outra proteina Rho ligada a GTP da célula
epitelial, resultando em profundas mudancas no citoesqueleto dessas células,
incluindo reorganizacdo da actina e pregueamento da membrana. Existem dois tipos
de CNF, o CNF1 e CNF2 que sao imunologicamente relacionados e de tamanhos
similares. O gene que codifica CNF1 esta localizado no cromossomo, na llha de
patogenicidade, enquanto o gene que codifica CNF2 encontra-se no plasmidio
(PUENTE & FINLAY, 2001; HIRSH & ZEE, 2003).

2.3.7 iss

O gene iss foi descrito como seu papel na resisténcia ao soro associado com o
plasmidio ColV em um isolado de E. coli humana, aumentando em 100 vezes a
viruléncia de E. coli em pintos de um dia de idade. A eliminagéo deste plasmidio de
cepas aviarias reduz a sua patogenicidade e a sua reintroducdo na cepa por
conjugacao restabelece a mesma (BINNS, 1979).

Este gene é responsavel pelo blogueio do complexo terminal do sistema do
complemento que atua na membrana celular causando a lise da célula. Portanto, ele
confere a bactéria resisténcia ao complemento, que € um mecanismo de defesa do
hospedeiro e que atua contra infec¢cdes, especialmente infeccbes bacterianas, pois €
capaz de promover a opsonizacao e lise do agente infeccioso (BINNS et al., 1982).

O gene iss € um determinante genético que pode mediar a resisténcia da
bactéria aos efeitos bactericidas do soro do hospedeiro. A expresséo deste gene ja foi
observada aumentando em 20 vezes esta capacidade de resisténcia das células

bacterianas aos efeitos do soro (CHUBA et al., 1986). Estudos genéticos sugerem
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gue o gene iss obtido de E. coli isolada de humanos é derivado do gene de
bacteriéfago lambda chamado “bor” (CHUBA et al.,, 1989; BARONDESS &
BECKWITH, 1990).

2.3.8 tsh

O gene “tsh” codifica a proteina autotransportada hemaglutinina temperatura
sensivel (Tsh), que tem atividade hemaglutinante e proteolitica. O gene tsh é
sintetizado como uma proteina precursora de 140 kDa, que é clivada, em um dominio
passageiro de 106 kDa (Tshs) e um beta-dominio de 33 kDa (Tshb). PROVENCE e
CURTISS (1994) relataram a ocorréncia de atividade hemoaglutinante em amostras
de E. coli que somente € expressa a temperaturas entre 26°C e 30°C e a chamaram

de Hemaglutinina Temperatura Sensivel e identificaram o primeiro gene (tsh).

2.3.9 afa

O gene “afa" é precursor das adesinas afimbriais, as quais estimulam a ligacéo
de bactérias em diversos tipos de células hospedeiras (SERVIN, 2005; COTA et al,
2006). Estas adesinas sao fregientemente codificadas por estirpes de E. coli que
aderem difusamente (DAEC), e sdo epidemiologicamente associadas com estirpes
patogénicas causadoras de ITU cronicas e recorrentes, cistite em criancas e
pielonefrite em gestantes (NOWICKI et al, 2001).

2.3.10 sfa

O gene sfa é codificador da adesina fimbria S, reconhecendo residuos de acido
sialico na laminina. Esta fimbria € uma hemaglutinina manose-resistente que se liga a

estruturas presentes em eritrocitos humanos, sendo usualmente detectada em
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amostras de E. coli isoladas em pacientes com quadros clinicos de sépsis ou
meningite (JOHNSON & KUSKOW SKI, 2000).

2.4 Caracterizagdo molecular bacteriana

A descoberta de que os genomas procarioticos continham sequéncias
repetitivas de DNA expandiu as metodologias de biologia molecular para estudos de
variabilidade clonal em muitas espécies bacterianas, incluindo E. coli
(CHANSIRIPORNCHAI et al., 2001). Algumas técnicas moleculares de tipagem
baseadas em PCR utilizam “primers” homodlogos a essas sequéncias que, apos a
amplificacdo geram um perfil especifico para cada amostra bacteriana
(VERSALOVIC et al., 1991).

Trés familias de sequéncias repetitivas de DNA sdo estudadas mais
detalhadamente em E. coli (CHANSIRIPORNCHAI et al., 2001). As “Sequéncias
Palindrébmicas Extragénicas Repetitivas” (REP) que possuem um nuamero de copias
gue variam de 500 a 1000 em E. coli, as “Sequéncias Consensuais Intergénicas
Repetitivas Enterobacterianas” (ERIC), entre 30 e 50 cépias em E. coli e o “Elemento
BOX” (BOX), cujo numero de copias é semelhante ao observado nas sequencias
ERIC de E. coli (MARTIN et al., 1992).

O numero de copias de sequéncias ERIC varia com a espécie. Em E. coli,
alguns autores estimam esse nimero em 30 cépias (DUCHAD et al.,2003), enquanto
que outros relatam numeros variando de 30 a 50 (MARTIN et al., 1992). As
sequencias ERIC diferenciam-se de outras sequéncias repetitivas presentes em
variadas espécies e foram primeiramente descritas em E. coli, Salmonella
Typhimurium e demais membros da familia Enterobacteriaceae. Estdo presentes
apenas em regides intergénicas, dentro de regides transcritas (HULTON et al., 1991).

A sequéncia do ERIC contém 126 pares de bases altamente conservados que

se repetem no genoma de E. coli. A estratégia utilizando ERIC-PCR pode discriminar
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linhagens em nivel de subespécies devido a ampla distribuicdo desses elementos no
genoma de varios membros das enterobactérias (JOHNSON & RUSSO, 2005).

Segundo SILVEIRA et al. (2002), PFGE e RFLP estdo entre as melhores
técnicas de caracterizacdo molecular, por apresentarem grande capacidade de
diferenciagcdo entre as amostras bacterianas analisadas, sendo também as
metodologias mais usadas. Porém, exigem DNA em grande quantidade, sao
demoradas, requerem equipamentos caros e mao-de-obra especializada.

Métodos de tipagem tém sido relatados como metodologias bastante
consistentes para caracterizar cepas de E. coli de origem fecal no que se refere a
fonte destas bactérias (GUAN et al., 2002). MOHAPATRA et al. (2007),0bjetivando
diferenciar E. coli isoladas de fezes humanas, de animais domeésticos e selvagens,
gue contaminavam as aguas de quatro lagos em British Columbia, Canada, utilizaram
técnicas ERIC e BOX-PCR para realizar a caracterizacdo molecular destes isolados.

A identificacdo de relacdo epidemioldgica para as linhagens ExXPEC pode
identificar caracteristicas especificas que, por sua vez, podem explicar a patogenia
das doencas extraintestinais. A possibilidade de diferenciar organismos EXPEC é
bastante recente e pode auxiliar na definicdo de estratégias para controlar ou até
mesmo evitar as ITUs (RILEY, 2004).

2.5 Resisténcia Antimicrobiana

A resisténcia aos antibidticos representa um problema clinico e
socioecondmico mundial. Em mais de meio século de uso generalizado levaram a
diminuicdo da sua eficacia e ao aparecimento de estirpes bacterianas que
desenvolveram mecanismos de resisténcia (LINDSAY et al, 2006).

A resisténcia pode ser natural, aparecendo ao acaso ou adquirida. A segunda
envolve alteracbes genéticas nos microrganismos (mutacbes espontaneas) ou
aquisicdo de genes ex0genos por mecanismos de transducdo, conjugacao,

transformacao de elementos de DNA moveis (plasmideos, integrons e transposons),
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gue transportam genes de resisténcia para microrganismos sensiveis. Os principais
mecanismos de resisténcia incluem a diminuicdo da concentracao intracelular por
mutacdes nas purinas; o aumento do efluxo; a inativacdo ou alteracdo do local de
acdo por mutacdes nas proteinas de ligacdo; a hidrdlise do antibidtico através de
enzimas bacterianas e modificacdo do mesmo (NORMARK, 2002).

Um dos grandes desafios na pratica da medicina e cirurgia veterinaria € a
dificuldade no controle de infec¢cdes secundarias. O controle das infecgdes por
Escherichia coli na medicina veterinaria tem sido um problema devido a sua
resisténcia multipla aos antibiéticos. Isto é preocupante devido ao contato cada vez
mais préximo com animais de companhia (NOLAN et al., 1987). Os pesquisadores
WHITE et al., demonstraram que em 2002 o nivel de resisténcia antimicrobiana em
cepas patogénicas vem aumentando com o passar do tempo. Os microrganismos
Gram-negativos se mostraram resistentes com indices proximos a 75% para alguns
antimicrobianos testados, como amoxicilina, ciprofloxacino, norfloxacino, entre outros
(POLETTO & REIS, 2005). As bactérias identificadas por Jancel e Dudas em 2002 se
mostraram resistentes em maior indice a amoxicilina e ampicilina, 74,6% e 72,7%
respectivamente. Mesmo apresentando uma alta concentragdo urindria, estes
antimicrobianos ndo sédo recomendados para tratamento das ITUs por causa da
resisténcia e alta recorréncia, se comparados a outros agentes. Da mesma forma a
elevada resisténcia microbiana ao trimetoprim/sulfametoxazol é justificada pelo fato
de ser um antimicrobiano mais antigo, ja muito utilizado em infec¢des, possivelmente
de uma maneira indiscriminada e aleatéria com a automedicacdo (MARTINO et al,
2002)

Alguns estudos mostram que a terapia empirica inapropriada pode levar ao uso
desnecessario de antimicrobianos. A criacdo de um sistema de monitoramento da
resisténcia bacteriana é um importante passo na detec¢do da resisténcia, ajudando
na selecdo da terapia empirica local mais eficaz e permitindo implementar medidas
de prevencao (BAIL, 2006).

As cepas de E. coli sdo freqientemente identificadas através de reacdes

bioquimicas. Contudo, esse método deve ser usado com cautela, porque apenas
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90% das cepas de E. coli sdo lactose-positiva; algumas cepas de E. coli diarréicas,
incluindo muitas cepas de E. coli enteroinvasivas, sdo lactose-negativa. O teste do
indol, positivo em 99% das cepas de E. coli, € o melhor teste para identificacdo dos

outros membros da familia Enterobacteriaceae (TRABULSI et al., 2002).

3 OBJETIVOS

Os objetivos do presente trabalho foram:

e Isolar e identificar cepas de E. coli de mulheres com ITU a partir de uma
amostra de urina enviada ao laboratorio municipal de Ituverava-SP.

e Isolar e identificar cepas de E. coli dos animais de estimacéo das mulheres
que apresentavam ITU.

e Realizar teste para deteccado de genes de viruléncia (PCR), nos isolados de
origem humana e nos de origem animal.

e Testar a semelhanca genética entre os isolados de origem humana e
animal.

* Realizar teste de susceptibilidade a antimicrobianos nos isolados de origem

humana e animal.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta

Foram abordados 470 pacientes, homens e mulheres, que deram entrada com
pedido de urinalise no laboratério municipal de Ituverava-SP. Destes, apenas 213
tinham em suas respectivas solicitacdes pedidos de urocultura como exame
complementar, que destes 167 concordaram em participar da pesquisa apos

expostas as finalidades desta. Apds a realizacdo dos exames constatou-se que
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apenas 85 eram do sexo feminino e apresentavam ITU, que destes 63 era pela
bactéria Escherichia coli. Em 28 casos as pacientes tinham c&o ou gato como animal
de estimacédo, mas quando feita a tentativa de contato, muitas destas pacientes havia
fornecido endereco falso, haviam se mudado ou simplesmente ndo foram
encontradas restando apenas 7 mulheres que preenchiam todos os critérios de
inclusdo na pesquisa.

O material coletado em condi¢bes de assepsia foi centrifugado a 2000 RPM
por 5 minutos e semeado em placas contendo meio Mac Conkey para isolamento
bacteriano. Cada uma destas sete amostras, tanto animais como humanas, foram
repicadas em dez isolados diferentes, para assim serem, novamente identificadas e
submetidos aos testes de identificacdo, resisténcia antimicrobiana, PCR e ERIC-PCR,
e de um total de 140 isolados, sendo 70 de origem animal e 70 humana restaram, por
fim, 59 isolados de origem humana e 51 de origem animal.

As amostras humanas utilizadas foram cedidas pelo laboratoério Municipal de
ltuverava, em placas contendo meios MacConkey utilizados para avaliacao
laboratorial, sem necessitar de novas coletas pelo paciente. Para as amostras de
origem animal foram feitos os contatos e quando autorizada a coleta foi realizada na
residéncia do paciente. Os animais foram avaliados clinicamente e ndo apresentaram
alteracgoes.

As amostras fecais dos animais de estimacéo, cédes e gato, foram coletadas
por meio de swabs estéreis na regido anal do animal. O material foi esgotado em
placas de Petri em placas contendo meio Mac Conkey para isolamento bacteriano.

Para a utilizacdo das amostras, seja as de origem animal, seja de origem
humana, foi apresentado um termo de entendimento e concordancia na utilizacdo das
amostras para fins de pesquisa para os individuos que deram entrada com o pedido
do exame, sem que haja em nenhum momento interesse financeiro. Os individuos
gue concordaram, nao receberam nenhum tipo de beneficio financeiro e assinaram o

termo apresentado. (anexos 01, 02 e 03)

4.2  Isolamento e identificacédo
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As amostras foram esgotadas em meio de crescimento especifico tipo Mac
Conkey e incubadas a 37° C por 24 horas. Para sua identificacao foram realizados os
testes bioquimicos confirmatorios (Indol, Carboidratos, Lisina, Motilidade, Urease,
H,S e Citrato de Simons) e posteriormente foram utilizados os demais testes (PCR e
antibiograma).

Para verificar a fermentacdo dos carboidratos, testar a lisina, a motilidade e o
H,S, as amostras foram semeadas com o auxilio de uma agulha de platina de
semeadura em meio Triplice de acucar de Ferro (TSI), pela técnica de picada e
incubadas a 37° C por 24 horas (KONEMAN et al., 1997).

Para testar o indol, os microrganismos foram inoculados com o auxilio de uma
agulha de semeadura em tubos de ensaio contendo o caldo triptofano, e incubado a
37°C por 24 horas. Ao término deste periodo foram adicionadas 15 gotas do reativo
de Kovacs pela parede do tubo. O desenvolvimento de uma cor vermelho fucsia
brilhante na superficie de contato entre o reativo e o caldo triptofano indica a
presenca de indol.

O meio contendo citrato de Simons é vertido em tubo com &agar inclinado.
Fazem-se estrias sobre a superficie inclinada do &gar, com um inéculo escasso. A
producdo de uma cor azul no meio, ap0s 24 horas de incubagédo a 37°C, indica a
presenca de produtos alcalinos e uma prova de utilizacdo de citratase positiva,
excluindo a possibilidade de ser E. coli. O teste da uréia foi feito a partir de tubo
inclinado, semeando o inéculo na superficie do meio, apds 24 horas de incubacéo a
37°C, indica a presenca de urease com a mudanca de cor rosa para vermelha na
superficie do agar (EDWARDS & EWING, 1972).

4.3 Preparacdo do DNA Bacteriano para Amplificacédo
O DNA a ser amplificado foi liberado do microrganismo por lise térmica. A

bactéria foi inoculada em Luria Broth sem glicose (10 g tripitona + 5 g extrato de

levedura + 5g de NaCl por litro, pH 7,0) por 18 horas a 37°C. A bactéria foi coletada a
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partir de 1 ml de uma cultura de Luria Broth que cresceu durante 18 horas. Apos
centrifugacdo (12.000 rpm por 30 segundos) o sobrenadante foi desprezado e o
precipitado ressuspendido em 200 ul de 4gua Milli Q autoclavada. A centrifugacéo e
ressuspensdo foram novamente realizadas e por Uultimo o precipitado foi
ressuspendido em 200 pl de agua Milli Q. O tubo foi incubado por 10 minutos a
100°C, para que ocorra a quebra da parede celular. Apos a centrifugacdo do lisado
(12.000 rpm por 10 segundos), 150 uyl do sobrenadante foi estocado a -20°C como
estoque de DNA molde (DNA Template)(KESKIMAKI et al, 2001).

4.4 Procedimento da PCR para a deteccao dos genes

A reacao de PCR multiplex foi realizada empregando os seguintes parametros:

uma aliquota de DNA (4puL) foi acrescentada a mistura contendo 0,4uL de dNTP (2
mM), 3,6uL de solucdo tampdo 10X (100 mM Tris-HCI [pH 8.8] 15 mM MgCl2, 500
mM KCI, 1% Triton X-100), 0,8uL de cada primer (40 mM) e 0,2uL Taq DNA
polimerase, obtendo um volume total de 20 yL completado com agua MiliQ. Os ciclos
de amplificacdo foram feitos em um termociclador Eppendorf Mastercycler Gradient
nas seguintes condi¢des: t1, 5 min a 94°C; t2, 30 seg a 94°C; t3, 45 seg a 50°C; t4 1
min a 72°C (t2-t4, 25 ciclos repetidos) e t5 7 min a 72°C.
O produto da reacdo acrescentado de 5uL de carga de tintura (0,25% azul de
bromofenol em 50% de glicerol) e o marcador molecular de 100 pb foram aplicados
em um gel de agarose a 1,5% contendo brometo de etidio (1ug/mL) em tamp&o TEB
e separados por eletroforese (70V/1h40). O produto de amplificacdo foi visualizado
por exposicao do gel em luz UV.

Foram utilizados trés jogos de primers sintetizados pela Invitrogen, cada um
dos jogos de primers foi utilizado para amplificacdo de um dos trés operons fimbriais
estudados, pap, afa, sfa. O PCR foi realizado em um volume de 50 ul contendo 10 pl
do DNA template, 0,5uM de cada um dos primers, 200 yM de cada um dos quatro
deoxinucleotideo trifosfato, 10 mM Tris HCI ( pH 8,3) 1,5 M Mg CI 2 e 2U de Taq
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polimerase (Biotol). A amplificacdo por PCR consistiu de um ciclo inicial de
desnaturacao de 94 °C por 5 minutos seguido por 25 ciclos de desnaturacao a 94 °C
por 2 minutos, anelamento a 65 °C por 1 minuto, extensdo a 72 °C por 2 minutos e
um ciclo final de extenséo a 72 °C por 10 minutos. Segundo o protocolo estabelecido
por LE BOUGUENEC et al (1992).

Apo6s um dos dois processos de amplificacdo 10ul da mistura de amplificacéo
foram analisados por eletroforese em um gel de agarose de 1,5%, e os produtos da
reacao foram visualizados ap6s marcacdo com brometo de etideo. Um controle da
reacao (branco) o qual continha todos os componentes da mistura de reacdo exceto o

DNA molde foi incluido em cada reacao de PCR.

Tabela 01. PCR multiplex: combinacdo de primers para deteccdo de genes de
viruléncia, temperatura de anelamento e tamanho dos ensaios amplificados
realizados em dois conjuntos.

Conjunto  Genes TA (°C) Tamanho (pb) Referéncia
1° fim H 50 465 Siqueira et al, 2009
iuc D 50 714 Siqueira et al, 2009
hly F 50 450 Johnson et al, 2008
USP 50 1000 Siqueira et al, 2009
cnfl 50 633 Matsuda et al, 2010
ISS 50 309 Johnson et al, 2008
Tsh 50 824 Maurer et al, 1998
pap GlI 50 562 Siqueira et al, 2009
2° Pap 65 336 Le Bouguenec et al, 1992
AFA 65 750 Le Bouguenec et al, 1992
Sfa 65 410 Le Bouguenec et al, 1992

TA- temperatura de anelamento

4.5 Pesquisa de semelhancas genéticas nas E. coli de origem humana e animal

Para a pesquisa de similaridades entre os isolados bacterianos humanos e de

seus respectivos animais de estimacdo a fim de demonstrar possiveis transmissées
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de bactéria foi realizada pela técnica de ERIC-PCR, a partir do material genético
obtido pela lise térmica das E. coli (DNA template).

Os elementos ERIC (Enterobacterial Repetitive Intergenic Consensus) foram
descobertos em regides intergénicas do genoma de eurobactéria, sdo caracterizadas
como pequenas unidades repetitivas de 127 pares de bases contendo regido central
altamente conservada com repeticdes invertidas de 40 pares de bases. A técnica tem
sido amplamente utilizada em estudos de genética e evolu¢cao de microrganismos por
ter reprodutibilidade e rapidez. A técnica de ERIC-PCR foi realizada em conformidade
com o proposto por VERSALOVIC et al. (1991).

Os isolados de E. coli foram submetidos a reacdes ERIC-PCR com primers
ERIC1 (5_-ATGTAAGCTCCTGGGGATTCAC-3)) e ERIC2
(5_AGTAAGTGACTGGGGTGAGCG-3 ) (VERSALOVIC et al.,1991). Cada reacédo
ERIC-PCR foi realizada em um volume total de 20 pL com os seguintes
componentes: 4 yL do DNA template, 2 yL (10 pM) de ambos os primers, 1 uL de
uma mistura dNTP (10 mM cada), 4 uL de solucao tampéao, 3 uL de 25 mM MgCI2 e
uma unidade de Tag DNA polimerase (Fermentas, Europe). O perfil térmico da
amplificacdo do PCR foi baseada em um estudo realizado por Silveira et al. em 2002,
com pequenas adaptacdes como desnaturacao inicial a 94 °C por 5 min; seguidos por
30 ciclos de desnaturacao (94 °C, 30 s), anelamento (52 °C, 45 s) e extensédo (72 °C,
1 min) com um passo final de extenséo (72 °C, 7min). Dez microlitros de cada reacéo
foram entdo analisadas por um gel de eletroforese contendo 1.5 % de brometo de
etidio. Os resultados obtidos foram avaliados por observacao das diferencas entre as

bandas formadas nos seus respectivos géis de eletroforese entre os pesquisados.

4.6 Resisténcia Antimicrobiana

Para a realizacdo do teste de sensibilidade aos antibiéticos, as cepas de E. coli
foram repicadas em meio Luria Bertani para a obtencao de colonias recém formadas
(um dia de incubacéo). Apos a incubacéo, as bactérias foram repicadas em 2mL de

infusdo cérebro-coracao (BHI) e colocadas em estufa a 37° C até obter na escala de



20

turvacdo, segundo McFarland, 0,5 de densidade (ORDEN et al., 2000). A seguir, as
culturas diluidas foram semeadas com o auxilio de swabs estéreis, em placas
contendo agar Mueller-Hinton e, ap0s aproximadamente 3 minutos, tempo necessario
para a secagem da superficie do meio, foram colocados assepticamente, os discos
(Laborclin) contendo os antimicrobianos de forma equidistante. A leitura foi realizada
apos 18 horas de incubacdo com uma régua milimetrada. (BAUER et al., 1966;
ORDEN et al., 2000). Os diametros obtidos em milimetros foram comparados com
tabela fornecida pelo fabricante dos discos utilizados. Os antimicrobianos testados
foram escolhidos por serem os mais utilizados na pratica médica e médica
veterinaria, que sdo: ampicilina (AMP), amoxicilina/acido clavulanico (AMC),
cefalotina (CFL), ceftriaxona (CRO), tetraciclina (TET), gentamicina (GEN),
estreptomicina (EST), amicacina (AMI), acido nalidixico (NAL), ciprofloxacino (CIP) e
sulfazotim (SUT).

5 RESULTADOS

5.1 Pesquisa de genes precursores de fatores de viruléncia

O material genético foi obtido por rompimento celular, lise térmica, e estocado
a -20°C como estoque de DNA molde. Para cada isolado de Escherichia coli foi
realizada a reacdo de polimerase em cadeia (PCR) a fim de se pesquisar a presenca
de genes precursores de fatores de viruléncia mais comumente encontrados nas
ITUs. Os genes pesquisados foram: fimH, iucD, papGll, hlyF, usp, cnfl, iss, tsh, pap,
afa e sfa, e seus resultados estéao representados na Tabela 02.

Tabela 02 — Fatores de viruléncia testados a partir da PCR para isolados de origem

urinaria humana e fecal de cdes e gatos, para os 11 genes testados.
fimH |iucD |papGll |hlyF |usp |cnfl |iss |tsh |pap |afa |sfa
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C33-7

C33-1

C33-4

C33-6
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H34-9

H34-7
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H34-2
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Fl |+ |+ |+ ]+
+
+
+
+

C34-7

*As letras H, C e G indicam a origem humana, cdes e gatos,respectivamente,
seguidos por nimero da amostra e em seguida do isolado.

Dos genes encontrados 0 que mais se destacou foi o fimH, estando presente
em todos os isolados pesquisados de origem humana e em 96,07% entre os isolados
de origem animal. Outros achados importantes sdo 44,06% e 13,72% do gene hlyF e
42,37% e 11,76% do gene iss nos isolados de origem humana e animal,

respectivamente.(Figura 01)
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Figura 01- Prevaléncia de genes de viruléncia de um total de 59 isolados de
Escherichia coli de origem de infeccdo do trato urinario humana e 51 fecais de seus

respectivos animais de estimagao.
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Figura 02- Eletroforese de gel de agarose de produtos de DNA amplificados através
da reacdo de polimerase (PCR). O tamanho dos produtos de amplificacdo esta
mostrado a esquerda. Canaleta 1. marcador de peso molecular _ X174 RFDNA —
digestdo com Hae lll; Canaleta 2: controle positivo iucD + e fimH +; Demais canaletas
isolados fimH positivos e isolados C14.4, H33.9, H33.10, H33.8 e C34.9 iucD + e fimH

+.

A tabela 03 elucida as diferentes porcentagens dos genes precursores de
viruléncia, evidenciando diferencas genéticas entre as E. coli das diferentes origens.
Vale ressaltar que todos os genes testados foram encontrados no isolados de origem
animal, porém quando encontrados nos isolados humanos, ha uma grande diferenca
entre as porcentagens encontradas.
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Tabela 03. Prevaléncia de genes codificadores de fatores de viruléncia determinados
por PCR em isolados de E. coli de humanos com ITU (n= 59) e das fezes de seus
animais de estimacdo (n=51)

Origem % de fatores de viruléncia - isolados positivos

fimH iuc papGll hly wusp cnf ISS tsh pap afa Sfa

Animal 96.0 17.6 5.8 13.7 176 11.7 11.7 39 98 39 17.6
Humana 100.0 118 1.6 440 O 0 423 152 0 0 6.7

Varios isolados apresentavam diferentes padrdes de viruléncia, sendo mais
evidente quando se compara entre humanos e animais. A Tabela 04 ilustra que
isolados com padrdes idénticos, na maioria das vezes se trata da mesma espécie, ou
seja, padrbes semelhantes entre as espécies e dissimilaridades, quando comparadas
as duas origens bacterianas.

Tabela 04. Padrdes de viruléncia de Escherichia coli isolados de mulheres com
infeccdo do trato urinario e seus respectivos animais de companhia (fezes).

Numero de Genes
Isolados
Animal | Humano | iucD | papGll | hlyF |usp |cnfl |Iss |tsh | pap | afa | sfa
4 3 +
1 2 +
2 +
1 +
1 +
3 15 + +
1 +
1 + + +
2 + +
1 + +
1 + +
2 + +
1 + +
1 + + +
1 + + +
2 + + +
"6 + + + +
1 + + +
2 + + + + +
1 + + + +

*Gene fimH ndo demonstrado. Isolados humanos que apresentam somente fimH n = 31
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5.2 Pesquisa de cepas semelhantes

A pesquisa de cepas semelhantes foi realizada pelo método de ERIC-PCR, os
resultados demonstraram dissimilaridades entre os grupos estudados. Os isolados
foram escolhidos a partir da presenca de determinados genes pesquisados por PCR
para que se pudesse direcionar mais a pesquisa. A amostra de namero trés revelou
as possiveis semelhancas genéticas da E. coli entre uma mulher com ITU e seu
respectivo cdo de estimacdo, que conforme esta sendo apresentado na figura 03 ha
semelhanca entre as bandas formadas, porém esta presente também formagdes de
bandas né&o coincidentes, indicadas pela seta. Tal fato indica aparente semelhanca,
mas nao indica a similaridade.

De acordo com as figuras 03 e 04 as amostras de niamero 33 e 34 nao
revelaram nenhum tipo de semelhancas genéticas por apresentarem padrées de
bandas totalmente diferentes entre as espécies humana e animal.

Vale ressaltar que todas as amostras testadas foram oriundas de urina de
mulher com ITU e de material de origem fecal de seus respectivos animais de
estimacgdo, e que ainda, todas as pacientes mantém um contato com estes animais
de forma bastante intensiva, o que poderia evidenciar transmissao, porém um estudo

temporal em cada par deve ser realizado para, assim, confirmar tal dissimilaridade.
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Figura 03- Gel de eletroforese de ERIC-PCR, onde ladder € um padrdo de corrida,
seguidos pelos isolados de origem humana e animal com enquadramento de cada
par testado. A seta evidencia ponto de dissimilaridade. Foto com inversao de fundo
para melhor visualizagéo.

Figura 04- Gel de eletroforese de ERIC-PCR, onde ladder € um padrdo de corrida,
seguidos pelos isolados de origem humana e animal com enquadramento de cada
par testado. As setas evidenciam ponto de dissimilaridade. Foto com inversao de
fundo para melhor visualizacéo.
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Figura 05- Gel de eletroforese de ERIC-PCR, onde ladder é um padrao de corrida,
seguidos pelos isolados de origem humana e animal com enquadramento de cada
par testado. As setas evidenciam ponto de dissimilaridade. Foto com inversdo de
fundo para melhor visualizagéo.

5.3 Resisténcia a antimicrobianos

Cada amostra inicial foi semeada pela técnica de esgotamento a fim de se
obter dez isolados. De forma aleatéria foram selecionados 5 isolados de cada
amostra e submetido aos testes de resisténcia a antimicrobianos.

As amostras de origem humana apresentaram de uma forma geral maior
namero de cepas resistentes aos antimicrobianos testados, com exceg¢do de
amoxicilina/acido clavulanico, que apresentou 18 das 35 cepas resistentes,
enquanto as cepas dos seus respectivos animais de estimagdo apresentou 26 das
35 cepas resistentes. Para a ampicilina e para a cefalotina a porcentagem de
cepas resistentes foi a mesma para ambas as espécies: 68,57% e 62,85%,

respectivamente. Todos os demais antimicrobianos testados apresentaram maior
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resisténcia frente as cepas de origem humana. Para o acido nalidixico e o
ciprofloxacino as cepas de origem humana apresentaram a maior resisténcia, 34
das 35 testadas (97,14%), e para as cepas de origem animal a resisténcia ao
ciprofloxacino foi de 11,42%. A figura de numero 06 ilustra a maior resisténcia
frente aos antimicrobianos testados para as cepas de origem humana, com relacéo

as de origem animal.

40
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Antimicrobianos

Figura 06. Susceptibilidade antimicrobiana de 59 e 51 isolados de Escherichia coli de
origem humana e animal, respectivamente em Ituverava, SP, BR.

Foi avaliada cada cepa isoladamente para a avaliagdo da multirresisténcia e,
assim, verificados a quantos antimicrobianos cada uma delas apresentava
resisténcia. A multirresisténcia é considerada presente quando a cepa se
apresenta resistente a, pelo menos, trés antimicrobianos diferentes.

No presente trabalho pode-se observar que 25 dos 35 isolados (71,42%)
apresentavam tal caracteristica, sendo que um isolado se apresentou resistente a
oito antimicrobianos e um a nove (Figura- 07).

Dentre os isolados de origem animal tal caracteristica também esteve
presente, porém em menores numeros. Dos 35 isolados testados 14 apresentaram
tal caracteristica, porém nenhum isolado com resisténcia a mais de sete

antimicrobianos (Figura- 07).
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Figura 07- Distribuicdo da multiresisténcia para 11 agentes antimicrobianos entre os
59 e 51 isolados de E. coli de humanos e animais, respectivamente, na cidade de
Ituverava, SP, Brasil.

Foi criada uma tabela (Tabela 05) para melhor visualizacdo da possibilidade
de existéncia de correlacdo entre o numero de genes de viruléncia e os padrdes de
resisténcia antimicrobiana e, ainda, presenca de fendtipos de resisténcias
semelhantes entre a E. coli de origem humana e animal. Pode-se constatar que nao
existe correlagdo entre a quantidade de genes e seus padrdes fenotipicos de
resisténcia. Constatou-se ainda, que tal diferenca entre os padrdes de resisténcia

estdo também presentes entre cada par estudado.

Tabela 05 — Caracterizacdo da presenca de determinantes de viruléncia, expressos
na quantidade de genes e da presenca dos fendtipos de resisténcia dos isolados de
ITU humana e fezes dos animais de companhia na cidade de Ituverava, SP, Brasil.

Numero de genes |Fend6tipos de Resisténcias
H3-1 2 TET, EST, AM|, CIP
H3-5 2 CFL
C3-6 3 Nenhuma Resisténcia
C3-1 2 AMP, AMC, CFL, TET, NAL
C3-2 2 AMP, AMC, TET, SUT
C3-5 2 AMP, AMC, TET
C3-7 3 AMP, AMC, CFL, TET, GEN, EST, AMI




32

H5-2 3 Nao Testada
H5-8 3 AMP, TET, EST, NAL, CIP, SUT
H5-4 3 AMP, AMC, CFL, TET, EST, NAL, CIP, SUT
H5-6 3 AMP, AMC, CFL, TET, EST, AMI, NAL, CIP, SUT
H5-3 3 Nao Testada
H5-1 3 AMP, TET, EST, NAL, CIP, SUT
H5-10 3 AMP, TET, EST, NAL, CIP, SUT
G5-6 2 AMP, AMC, CFL, TET, EST, AMI
G5-7 2 Nenhuma Resisténcia
G5-8 2 AMP, AMI, NAL
G5-9 2 Nenhuma Resisténcia
H14-1 3 TET, GEN, EST, NAL, CIP
H14-2 3 Nao Testada
H14-3 3 AMC, CFL, TET, EST, AMI, NAL, CIP
H14-4 3 TET, GEN, EST, AMI, NAL, CIP
H14-9 3 Nao Testada
H14-8 3 Nao Testada
H14-5 3 TET, GEN, EST, NAL, CIP
H14-6 4 TET, EST, NAL, CIP
H14-7 2 Nao Testada
Cl4-4 2 TET
H15-7 2 AMC, NAL, CIP
C15-6 4 Nao Testada
C15-10 4 Nenhuma Resisténcia
C15-5 4 Nao Testada
C15-7 3 Nenhuma Resisténcia
C15-9 3 Nenhuma Resisténcia
C15-4 4 Nenhuma Resisténcia
C15-3 2 AMC
C15-2 3 Nao Testada
C15-1 4 Nao Testada
H33-3 5 Nenhuma Resisténcia
H33-5 5 Nenhuma Resisténcia
H33-4 5 AMC, CFL, GEN, AMI
H33-7 5 Nao Testada
H33-2 5 AMC, CFL, TET, GEN, AMI, CIP
H33-6 2 Nao Testada
H33-1 4 AMP, TET, GEN,
H33-9 5 Nao Testada
H33-10 5 Nao Testada
H33-8 6 Nao Testada
C33-5 2 AMP, AMC, CFL, AMI, NAL

2

C33-6

AMP, AMC, CFL, NAL
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C34-2 3 EST
C34-10 3 CFL
C34-8 2 TET, AMI
C34-4 6 AMP, TET, GEN
C34-6 6 Nao Testada
C34-5 3 CFL, EST
C34-9 5 Nao Testada

* ndo estao expressos os demais isolados por apresentarem apenas o gene fimH.

6 DISCUSSAO

No presente trabalho foi possivel observar que as cepas de E. coli estudadas
apresentavam varios genes precursores de fatores de viruléncia, destes podemos
destacar o fimH, hlyF e iss com 100%, 44,06% e 42,37% entre os isolados de
origem humana e com menor frequéncia tsh, iucD, sfa e papGll, com 15,25%,
11,86%, 6,77% e 1,70% respectivamente. Os demais genes testados nao foram
encontrados em nenhum isolado de origem humana.

Entre os isolados de origem animal os genes mais encontrados foram: fimH,
iucD, usp, sfa e hlyF com 96,07%, 17,64%, 17,64%, 17,64% e 13,72%
respectivamente. Todos os demais genes testados apresentavam menores valores,
porém no caso dos isolados de origem animal, todos 0s genes estavam presentes
em pelo menos 4% dos isolados.

Em outro trabalho, com resultados que corroboram com o presente estudo,
YURI et al. (1998) verificaram a presenca de fatores de viruléncia, incluindo pili
associados com pielonefrite (pap), fimbria S (sfa), adesina afimbrial (afa I), alfa
hemolisina (hly ), fator citotoxico necrotizante 1 (cnf 1) e aerobactina (aer) em estirpes
isoladas de urina de cées e gatos com UTI e fezes de animais higidos. Segundo os
autores estes fatores de viruléncia também sdo encontrados em estirpes isoladas de

humanos, e as linhagens isoladas de humanos e cdes com UTI possuem maior
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guantidade de fatores de viruléncia do que aquelas encontradas em humanos e cées
saudaveis.

Resultados semelhantes foram encontrados por KURAZONO et al. (2003) onde
apontaram a presenca de genes pap, sfa, afa, hly, aer e cnf em estirpes de E. coli
isoladas de fezes normais e urina de cdes. Por sua vez, FERIA et al. (2000)
detectaram diferentes fatores de viruléncia em estirpes isoladas de infeccao do trato
urinario de humanos, cades e gatos, sendo que aerobactina (aer) apresentou a maior
frequéncia entre os gatos, hemolisina (hly) entre os humanos e pili associados a
pielonefrite (pap) entre os cées, sugerindo uma adaptagdo de E. coli uropatogénica
aos receptores celulares de cada hospedeiro. YURI et al, 1998, encontram grande
namero de genes de viruléncia em material fecal e urina de cées e gatos com ITU e
relatou ainda que ha possibilidade destas bactérias transitarem entre os sitios,
causando, assim a ITU.

Em mulheres, a microbiota fecal € reconhecida como reservatorio de
microrganismos potencialmente causadores de infecgdes bacterianas do trato urinario
(WADAS et al, 1996). Este fato pode justificar que a transmissdo de genes de
viruléncia ndo esta necessariamente no sentido de animal para humano como se
suspeitava, mas que estas mulheres com infecgdes recorrentes estejam selecionando
estas estirpes e assim criando um transito genético constante entre as espécies. Em
estudo realizado por JOHNSON et al. (2001) apontou semelhancas entre amostras de
EXPEC humana e canina com relacdo aos fatores de viruléncia, baseado no
polimorfismo genético, mas ndo comprovou a transmissao cruzada entre as espécies
ou excluiu a possibilidade de humanos e caninos adquirirem o mesmo tipo de E. coli
de origem externa comum.

Para a verificacdo de semelhancas genéticas entre as cepas de origem
humana e de seus respectivos animais de estimacéo foi realizada a técnica de ERIC-
PCR, o presente trabalho revelou que dos sete pares estudados nenhum apresentou
similaridade, ou seja, em nenhum dos pares houve semelhancas, o que indica que a
origem das ITUs das mulheres sédo de outras fontes de transmissdo, que ndo seus

animais de companhia.
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Segundo SANCAK et al. (2004), a E. coli € um dos principais microorganismos
componentes da microbiota intestinal dos seres humanos e dos animais. De acordo
com BEUTIN (1999), as estirpes de E. coli uropatogénicas isoladas da microbiota
fecal e de infeccOes extra-intestinais de cées foram similares as linhagens
uropatogénicas isoladas de humanos quanto aos seus atributos de viruléncia.
Segundo este pesquisador, os cdes devem apresentar um papel importante como
reservatorios deste microrganismo para outros animais e para o homem, pois estudos
indicam a transmissdo de linhagens uropatogénicas fecais entre humanos e caes.
Entretanto, pouco se conhece sobre o modo de transmissdo das E. coli
uropatogénicas entre os diferentes hospedeiros mamiferos.

JOHNSON et al (2008) afirmaram que os humanos estudados apresentavam
essa caracteristica de forma mais evidente que seu respectivo animal de estimagéo,
e sugere que segundo seus resultados encontrados demonstram uma “unidade
doméstica microbiologica”, podendo caracterizar potencial zoondtico além da
persisténcia de clones patogénicos. Uma das preocupacdes € que este intercambio
genético bacteriano possa, além de causar infeccbes importantes, selecionar
bactérias cada vez mais resistentes, como as observadas no presente trabalho entre
as mulheres.

As cepas de E. coli de origem humana apresentaram altos niveis de resisténcia
antimicrobiana, especialmente para ampicilina e amicacina com 68,57%, tetraciclina
com 88,57%, estreptomicina com 94,28% e acido nalidixico e ciprofloxacino com
97,14%. Tais resultados poderiam indicar transmissdo, pois outros trabalhos citam
altas porcentagens de cepas resistentes presentes na microbiota fecal de cées e
gatos, especialmente quando estes apresentam algum tipo de desarranjo da
microbiota, cées diarréicos, por exemplo.(WEESE,2008 e PAULA & MARIN, 2008).
Este fato ndo foi confirmado, pois ao contrario do que se esperava, as cepas de E.
coli isoladas dos animais de companhia do presente trabalho apresentaram valores
menores de resisténcia.

Para as cepas de E. coli dos animais de estimag&do destas pacientes com ITU

os resultados foram menos expressivos, porém relativamente altos levando-se em



36

consideracdo que estes animais ndo apresentavam nenhum sinal de infecgéo
aparente. Os antimicrobianos com maiores indices de resisténcia foram a amoxicilina
/acido clavulanico com 74,28%, ampicilina com 68,57% e cefalotina com 62,85%. Em
um estudo realizado por PEDERSEN et al em 2007 cées apresentavam resisténcias
antimicrobianas e tal fato foi justificado por tratamentos inadequados nestes animais,
tal fato pode significar riscos a saude humana por estarem selecionando bactérias
resistentes em sua microbiota. GUARDABASSI et al, 2004, afirmam que justamente
por estes motivos o0 uso de tais drogas em animais de companhia deve ser utilizado
com cautela, a fim de se evitar problemas futuros.

A terapia das diferentes afeccdes bacterianas deveria fundamentar-se em
testes de sensibilidade microbiana. Entretanto, a escolha dos antimicrobianos recai
comumente na experiéncia profissional, no apelo comercial ou no custo de
determinados produtos (RIBEIRO et al., 2006). Cresce também, de forma
preocupante, a indicacdo desses farmacos por pessoas ndo habilitadas que atuam
em estabelecimentos comerciais do ramo de animais de companhia. Com efeito, 0
uso indevido e indiscriminado dos antimicrobianos (subdoses, superdoses e
descontinuidade da terapia) pode aumentar a pressdo seletiva para linhagens
multirresistentes em caes e gatos.

As cepas de origem humana apresentaram caracteristica de multirresisténcia
mais evidentes que as de origem animal, sendo 71,42% multirresistentes, contra
40% das cepas de origem animal. Outro fato marcante das cepas de origem
humana com relacao as de origem de seus animais de estimacao € que o primeiro
grupo apresentou cepas com resisténcia até nove antimicrobianos diferentes,
enquanto o segundo a sete.

A presenca de linhagens de E. coli multirresistentes aos antimicrobianos em
animais de companhia evidencia para os riscos em saude publica, em virtude da
provavel transmissdo de EXPEC dos animais para o homem, em face do estreito
contato entre essas espécies. MAYNARD et al. (2004), ao investigarem EXPEC
isoladas de diferentes espécies animais e humanas, encontraram 60% de resisténcia

as sulfonamidas e acima de 50% para tetraciclinas e ampicilina. A multirresisténcia a
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trés ou mais drogas foi encontrada em mais de 50% dos isolados, mostrando a

similaridade de resisténcia entre linhagens isoladas de homens e outros animais.

7 CONCLUSOES

Pode-se concluir que nos isolados, independente de sua origem, ha uma
grande presenca de genes precursores de fatores de viruléncia, que no caso de
origem humana era esperado, por se tratar de pacientes com a ITU instalada, mas
gue o fato dos isolados de fezes de animais possuirem grande quantidade é motivo
de preocupacdo, pois além de serem animais saudaveis, estes podem ser
considerados reservatérios de cepas patogénicas extraintestinais e quando
guaisquer medidas de higiene falhar, estas podem atingir os humanos e assim
causar doenca.

Conclui-se, também, que cepas patogénicas de E. coli estdo presentes em
urina de pacientes com ITU e em fezes de animais de estimacédo e que ainda pela
técnica de ERIC-PCR observou dissimilaridades genéticas entre estes dois grupos
bacterianos estudados, nos dando fortes indicios de que a transmissdo ndo esta
presente.

Com todo o exposto pode-se concluir gue ambas as espécies que habitam uma
mesma residéncia apresentam graus de resisténcia antimicrobiana relativamente
alta, porém ndo necessariamente para 0S mesmos antimicrobianos o que pode
significar pouco intercambio de genes de resisténcia. Os niveis mais elevados de
resisténcia e multirresisténcia em isolados de origem humana sao justificados por se
tratar de pacientes com ITU, na sua maioria recorrente, e que assim, estdo sendo
submetidos a sele¢des em cada tratamento realizado.

Por fim, fica claro, que apesar da ndo transmissdo destas bactérias, medidas
como uso correto de antimicrobianos e higiene sao importantes até que mais estudos

sejam realizados.
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9- SUMMARY

A hundred-ten Escherichia coli strains was isolated from 2008 to 2011, among
them 59 were from women with urinary tract infection (UTI) and 51 were from their
pets collected by rectal swab. The virulence genes was search by PCR and the most
found genes were fimH (100%), hly (44%) and iss (42.3%) all of then from women.
Also was used the ERIC-PCR method to check the similarity among both bacterial
groups analyzed. The results showed different patterns for each pair women-animal
bacterial isolates. In general the isolates from human showed more resistance to the
antimicrobial drugs examined, the highest resistance rate was for nalidixic acid
(97.1%) and for streptomicin (96.0%) both from human isolates. The results obtained
in this study do not permit to suggest a transmission of bacterial strains involving

humans and their companion animals.

Keywords: multidrug resistance, transmission, dogs, urinary tract infection.
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