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RESUMO
SIQUEIRA, A. K. Fatores de viruléncia de Escherichia coli isoladas de
infeccdo do trato urinario, piometra e fezes de cdaes. 2006, 136p, dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”. Botucatu, SP.

Escherichia coli é considerado o principal agente causal de infeccéo de trato
urinério (ITU) e piometra em caes. A patogenicidade das linhagens esta relacionada a
presenca de adesinas e diferentes fatores de viruléncia. Foram avaliadas alteragdes
hematoldgicas e diferentes fatores de viruléncia em 51 linhagens de E. coli isoladas de
ITU, 52 de piometra e 55 de fezes de cdes sem sinais entéricos. A producéo de a-
hemolisina foi verificada em 26 (51,0%) das estirpes de ITU e em 20 (38,5%) de
piometra. Exames hematoldgicos revelaram principalmente anemia, trombocitopenia e
leucocitose por neutrofilia e monocitose nos caes com ITU e piometra. Os maiores
indices de sensibilidade nas 158 estirpes foram observados para norfloxacina,
ciprofloxacina e enrofloxacina em mais de 60% dos isolados. Os maiores indices de
resisténcia foram encontrados em 60% ou mais das estirpes com 0 uso de
sulfametoxazole/trimetoprim. Linhagens resistentes a trés ou mais antimicrobianos
foram constatadas em 24 (47,1%) de ITU, 7 (13,5%) de piometra e 4 (7,3%) das fezes,
das quais respectivamente, 17 (33,3%), 1 (1,9%) e 3 (5,5%), com resisténcia multipla a
cinco ou mais drogas. fimH foi observado em mais de 90% dos isolados. papC foi
detectado em 12 (23,5%) linhagens de ITU, 19 (36,5%) de piometra e 10 (18,2%) das
fezes. papGl néo foi detectado, enquanto papGll foi observado em 3 (5,8%) isolados
de piometra. papGlll foi expressado em 10 (19,6%) linhagens de ITU, 15 (28,8%) de
piometra e 9 (16,4%) das fezes. sfaS foi encontrado em 22 (43,1%) de ITU, 24 (46,1%)
de piometra e 19 (34,5%) das fezes. afa foi detectado em 1 (1,9%) linhagem de ITU e
de piometra. A citolosina hlyA foi expressada em 17 (33,3%) linhagens de ITU, 18
(34,6%) de piometra e 7 (12,7%) das fezes, enquanto cnf-1 foi detectado em 11
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(21,6%) de ITU, 21 (40,4%) de piometra e 9 (16,4%) das fezes. Dentre outros fatores
relacionados a viruléncia, foram observados presenca de aerobactina (iucD) em 12
(23,5%) isolados de ITU, 9 (17,3%) de piometra e 1 (1,8%) das fezes, enquanto a
proteina especifica uropatogénica (usp) foi detectada em 17 (33,3%) linhagens de ITU
e 36 (69,9%) de piometra. Ndo foram detectados nas 158 linhagens genes
codificadores de intimina (eae) e verotoxinas (vtl e vt2) encontrados no sorotipo
0157:H7. A principal associagao expressada pelas 158 linhagens foi papC, papGilil,
sfaS, hlyA e cnf-1. Depreendeu-se do estudo intensa resposta inflamatéria no exame
hematolégico dos cédes com piometra e ITU, similaridade das adesinas entre as
linhagens isoladas nos trés grupos estudados, alta ocorréncia de expressao
simultanea de hlyA, cnf-1 e fimbria P, e a elevada multi-resisténcia das linhagens aos
antimicrobianos nos cdes com ITU e piometra. Ressalta-se para os reflexos em saude
publica representado pela deteccao de linhagens de E. coli patogénicas em caes com

ITU e piometra, em face do estreito contato do homem com os cées.

Palavras-chave: Caes; E. coli; Fatores de viruléncia; Infeccdo do trato urinério;

Piometra.
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ABSTRACT

SIQUEIRA, A. K. Virulence factors in Escherichia coli strains from
urinary tract infection, pyometra and feces from dogs. 2006, 136p, dissertacdo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,

Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”. Botucatu, SP.

Escherichia coli is considered the more important microrganism in urinary
tract infection (UTI) and pyometra in dogs. The pathogenicity of strains is associated
with different adhesins and virulence factors. Haematological exams and different
virulence factors was evaluated in 51 E. coli strains isolated from UTI, 52 from
pyometra and 55 from feces of dogs without enteric signs. Alpha-haemolysin was
verified in 26 (51.0%) strains from UTI and 20 (38.5%) from pyometra. Haematological
exams revealed mainly anaemia, thrombocytopenia and leucocytosis by neutrophilia
and monocitosis in dogs with UTI and pyometra. Norfloxacin, ciprofloxacin and
enrofloxacin were the most-effective drugs (>60%) for 158 E. coli strains. High rates of
E. coli resistance to antimicrobials were observed in 60% or more of strains using
sulfametoxazole/trimetoprim. Multiple drug resistance for three or more antimicrobials
was observed in 2 (47.1%) strains isolated from UTI, 7 (13.5%) from pyometra and 4
(7.3%) from feces. From these, 17 (33.3%), 1 (1.9%) and 3 (5.5%), respectively,
showed multiple resistance to five or more drugs. fimH was observed in 90% or more
of 158 isolates. papC was detected in 12 (23.5%) strains isolated from UTI, 19 (36.5%)
from pyometra and 10 (18.2%) from feces. None strain expressed papGl, while papGll
was observed in 3 (5.8%) strains of pyometra. papGlll was detected in 10(19.6%)
strains of UTI, 15 (28.8%) from pyometra and 9 (16.4%) from feces. sfaS was observed
in 22 (43.1%) strains of UTI, 24 (46.1%) of pyometra and 19 (34.5%) of feces. afa was
identified in 1 (1.9%) strains isolated from UTI and pyometra. hlyA citolisin was
expressed in 17 (33.3%) strains from UTI, 18 (34.6%) from pyometra and 7 (12.7%)
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from feces, while cnf-1 was detected in 11 (21.6%) strains from UTI, 21 (40.4%) from
pyometra and 9 (16.4%) from feces. Among other factors related to E. coli virulence,
aerobactin (iucD) was observed in 12 (23.5%) strains from UTI, 9 (17.3%) from
pyometra and 1 (1.8%) from feces, while uropathogenic specific protein (usp) was
detected in 17 (33.3%) strains of UTI and 36 (69.9%) of pyometra. None strains
expressed gene encoding for intimin (eae) and verotoxin (vtl and vt2) associated to E.
coli O157:H7 serotype. The most common combination of virulence genes appears
with high frequency in 158 strains isolated from UTI, pyometra and feces were
observed to papC, papGilll, sfaS, hlyA and cnf-1. In summary, high inflammatory
response in haematological exams, similarity between adesins from three groups
studied and high ocurrence of hlyA, cnf-1 and p fimbriae, and elevated drug resistance
expression of strains were observed in dogs with urinary tract infection and pyometra.
The results alert for public health reflexes of study represented by pathogenic E. coli

identification in strains, due to close contact of human and dogs.

Keywords: Dogs; E. coli; Virulence factors; Urinary tract infection; Pyometra.
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1 INTRODUCAO

As enterobactérias sdo reconhecidas como um dos grupos bacterianos
mais estudados em todo mundo. A familia Enterobacteriaceae compreende varios
patdégenos incluindo Escherichia coli (E. coli), microrganismo complexo e
extremamente versatil quanto a diversidade de infeccdes no homem e em animais
(Trabulsi, 2005; Veronesi, 2005).

No que diz respeito as interacBes entre animais, seres humanos e
Escherichia coli, podemos dividir esta espécie bacteriana em dois grupos. O primeiro
grupo é formado por comensais que habitam o intestino grosso de homeotérmicos de
seu nascimento até a morte. O segundo, formado por E. coli patogénicas, pode
causar diversos tipos de infeccbes e € constituido por muitos patétipos. Os
microrganismos  comensais podem  causar infeccbes em  individuos

imunocomprometidos ou de maneira iatrogénica (Trabulsi, 2005; Veronesi, 2005).

As estirpes patogénicas sédo importantes causas de infec¢des hospitalares,
especialmente de disturbios entéricos. Ao observarmos as relacdes entre 0s animais e
o homem, os animais tornam-se importantes reservatoérios (Trabulsi, 2005; Veronesi,
2005) e, quando infectados, geram graves perdas econdémicas, principalmente quando

se trata de animais de producao.

Ha vasta diversidade patogénica de E. coli. A espécie bacteriana
compreende pelo menos seis patotipos associados as infec¢des intestinais (DEC —
“Diarrheagenic Escherichia coli”) e varios outros associados com infec¢des extra—
intestinais (EXPEC — “Extraintestinal Pathogenic Escherichia coli”) (Acha & Szyfres,
2001; Kaper et al., 2004; Trabulsi, 2005; Veronesi, 2005; Greene, 2006).

As manifestacdes clinicas das colibaciloses estdo intimamente associadas
com os diferentes fatores de viruléncia observados nos patétipos. Estes atributos
especificos de viruléncia conferem enorme habilidade de adaptagédo para a bactéria a

novos sitios de infeccao (Kaper et al., 2004; Greene, 2006).
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As infeccdes do trato urinario (ITUs) em homens e animais sdo as
infeccbes extra — intestinais mais comuns causadas por E. coli. As estirpes séo
convencionalmente denominadas uropatogénicas (UPEC - *“Uropathogenic
Escherichia coli”) (Kaper et al, 2004; Greene, 2006). Além disto, E. coli também € o
microrganismo mais freqientemente isolado na piometra em caes (Nelson & Feldman,
1986; Nelson & Couto, 2003; Greene, 2006).

Considerando a alta ocorréncia de E. coli na casuistica de infec¢des do
trato urinario e piometra em cées, a severidade dos sintomas clinicos, a diversidade
de fatores de viruléncia nas estirpes associadas as infeccdes entéricas e extra-
intestinais e a possibilidade de transmissao de estirpes patogénicas entre 0s animais
e 0 homem - notadamente os animais de companhia em virtude do estreito contato
com o homem -, o presente estudo procurou avaliar a ocorréncia de diferentes

adesinas e fatores de viruléncia de E. coli isoladas de ITU, piometra e fezes de cées.

Siqueira, A.K., 2006.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 INFECCAO DO TRATO URINARIO NO HOMEM E ANIMAIS DE
COMPANHIA POR E. coli

Define-se como infecgdo do trato urinario a colonizagdo microbiana de
qualquer 6rgao do sistema urinario. Esta infeccdo pode ocorrer em apenas um 6rgao

ou em varios do sistema urinario (Cetin et al., 2003; Greene, 2006).

No homem, as infeccbes de trato urinario nos EUA representam
anualmente, cerca de um bilhdo de ddlares do gastos com saude publica e mais de
seis milhdes com consultas médicas (Veronesi, 2005). Estima-se que 50% das
mulheres norte-americanas irdo apresentar no minimo uma infec¢ao urinaria em sua
vida adulta (Stamm & Hooton, 1993; Heilberg et al., 1997; Schor & Srougi, 1998;
Anderson, 2003; Veronesi, 2005).

Os primeiros registros de reconhecimento das infecgBes do trato urinario
datam do século IX. Somente em 1881, foi associada a presenca de bactérias na
urina de paciente com sintomas de infeccdo do trato urinario. No final do século,
Escherich isolou “Bacillus coli” da urina de crianca com ITU que, posteriormente, foi

denominado Escherichia coli (Heilberg et al., 1997).

O estreitamento do contato do homem com animais domésticos gera
reflexdes sobre os riscos de transmissao cruzada de microrganismos patogénicos
entre espécies, notadamente pelo consumo de alimentos, fobmites ou mesmo pelo

contato direto.

E. coli é considerado o principal microrganismo na casuistica de infeccoes
do trato urindrio no homem e animais. As infeccbes de trato urinério sdo traduzidas
por processos infecciosos de sintomatologia clinica variada envolvendo rins, pelve
renal, ureteres, bexiga e/ou uretra, além de estruturas adjacentes como proOstata e

epididimo. Alternativamente, grande parcela das infec¢des do trato urinario podem ser
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assintomaticas o que dificulta o diagnéstico (Stamm & Hooton, 1993; Heilberg et al.,
1997; Schor & Srougi, 1998; Veronesi, 2005).

Cerca de 70% das infec¢cbes sdo causadas por um Unico género
bacteriano. Em pacientes com anomalias anatbmicas ou funcionais a associagédo de

agentes torna-se mais comum (Greene, 2006).

As bactérias Gram-negativas mais comumente encontradas sdo E. coli,
Proteus sp, Klebsiella sp, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter sp. E. coli é
responsavel por 37 a 65% das ITUs. Determinadas linhagens de E. coli extra-
intestinais isoladas de ITUs caninas séo indistinguiveis daquelas isoladas de humanos
(Bonagura, 2000; Cetin et al., 2003; Nelson & Couto, 2003; Greene, 2006).
Microrganismos Gram-positivos correspondem entre 25 a 30% da casuistica de
infeccbes do trato urindrio (Greene, 2006). Ocasionalmente, outros tipos de

microrganismos, como fungos, podem ser isolados de ITU (Barsanti & Finco, 2006).

Assim, as enterobactérias constituem-se no principal grupo de patégenos

relacionados as ITU nos animais e no homem.

As relacdes entre homens e animais tém se tornando cada vez mais
estreitas, fazendo com que os animais de estimacao sejam considerados potenciais

fontes de infeccdo para as doencas infecciosas.

Nos animais, as infecgdes bacterianas no trato urogenital estdo certamente
entre os principais problemas no cotidiano da clinica médica veterinaria. Infeccdes nos
tratos urinario e genital podem ocorrer de maneira concomitante ou separadamente.
Assim como nos seres humanos, podem se apresentar desde infeccdes

extremamente severas até assintomaticas (Barsanti & Finco, 2006).

Nos cées, estudos assinalam que 14% desenvolvem esta afeccdo pelo
menos uma vez na vida (Cetin et al., 2003). Estima-se que mais de 10% de todos os
caes levados aos médicos veterinarios apresentam alguma forma de ITU (Bonagura,
2000; Cetin et al., 2003). Assume-se gque a ocorréncia de ITUs é mais frequente em

fémeas e animais mais velhos do que em machos e jovens (Cetin et al., 2003).
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A maioria das ITUs em cées sdo causadas pela ascensédo das bactérias
pela uretra, provenientes da microbiota cutanea, peri-anal e intestinal dos animais ou
mesmo da bexiga. A partir da infeccdo estabelecida na bexiga urinaria, os
microrganismos podem colonizar uretéres e rins (Bonagura, 2000; Nelson & Couto,
2003; Greene, 2006).

O desenvolvimento de infec¢des do trato urinario invariavelmente se traduz
por desequilibrio entre bactérias da microbiota e hospedeiro (Greene, 2006). Os
mecanismos de defesa do hospedeiro, a dose infectante e os fatores de viruléncia
bacterianos sdo fundamentais para o estabelecimento da infeccédo (Forrester, 2000;
Nelson & Couto, 2003; Greene, 2006).

A presenca de microbiota residente, idade e sexo do hospedeiro, as
caracteristicas da urina e a anatomia normal do trato urinario, além da resposta
inflamatéria local sdo reconhecidos como mecanismos de defesa contra as infec¢des
(Jarvinem, 1980; Nelson & Couto, 2003; Greene, 2006). A proximidade da genitalia
das fémeas com a regido anal favorece a infec¢do do trato urinario das fémeas por

enterobactérias (Greene, 2006).

Além dos fatores predisponentes e imunes intrinsecos do animal
susceptivel, a presenca de fatores de viruléncia é fundamental para que os
microrganismos possam se estabelecer no sistema urinario, especialmente

enterobactérias como E. coli (Greene, 2006).

A aderéncia da bactéria ao epitélio do trato urinario previne que o proprio
fluxo de urina carreie estes microrganismos para 0 exterior. Esta colonizag&o ocorre
mediante fimbrias - apéndices filamentosos constituidos por proteinas -, presentes na

maioria das bactérias Gram-negativas (Nelson & Couto, 2003).

Outros fatores que contribuem para a viruléncia do microrganismo Sao
antigenos capsulares (K) que interferem com a fagocitose e opsonizacao bacteriana,
e 0s antigenos somaticos (O) que diminuem a contratilidade da musculatura lisa.

Determinadas linhagens bacterianas produzem também hemolisinas que aumentam a
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capacidade de penetracdo e o grau de lesdo nos tecidos do hospedeiro (Nelson &
Couto, 2003). Algumas estirpes apresentam resisténcia aos antimicrobianos pela
producdo de enzimas, mutacdes e selecdo genética ou possuem em seu DNA um

fator de resisténcia denominado Fator R (George, 1996; Nelson & Couto, 2003).

E. coli uropatogénias (UPEC) possuem em seu material genético diversos
grupos de genes denominados ilhas de patogenicidade (PAIs). Estas PAIs codificam
diversos fatores de viruléncia (FV) relacionados a patogenicidade do agente nas

infeccdes entéricas e extra-intestinais (Greene, 2006)

Causas iatrogénicas de ITU também sé&o referidas em cdes e a mais
importante decorre da cateterizacdo das vias urinarias. As bactérias sdo levadas
diretamente para a vesicula urinaria durante o procedimento. Como consequéncias, o
animal pode apresentar pielonefrite e bacteremia, nos machos podem ocorrer

prostatite e epididimite bacterianas secundarias a cateterizacdo (Nelson & Couto,
2003; Greene, 2006).

As ITUs em animais de companhia muitas vezes sao assintomaticas
(subclinicas) e devido a auséncia de sinais clinicos tais infec¢cdes séo dificeis de
serem diagnosticadas. Estes animais podem sofrer severa injdria no aparelho genito-
urinario em virtude de agressdes de carater crénico. Estas infecgcdes subclinicas
ratificam a importancia de exames urinarios minuciosos na rotina clinica veterinaria,

mesmo em animais aparentemente saudaveis (Greene, 2006).

A pielonefrite bacteriana em cées geralmente ocorre associada a outros
problemas no trato urinario (Greene, 2006). Nesta espécie caracteriza-se clinicamente
por febre, depressdo, anorexia e faléncia renal. Entre os sinais gastrintestinais,

destacam-se os episodios de vomito (Nelson & Couto, 2003; Greene, 2006).

A pielonefrite cronica pode ser assintomatica ou manifestar-se clinicamente
por polidria e polidipsia (Nelson & Couto, 2003; Greene, 2006). A proximidade entre a
uretra e a bexiga, resulta, geralmente, na inflamagéo concomitante dos dois érgaos
(Greene, 2006).
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Como sinais clinicos observamos disuria e polaquilria e a urina apresenta-
se hemorragica, turva e fétida. Grande quantidade de sangue no final da miccao
sugere ao clinico hemorragia da bexiga. Ja& a hematuria, no meio da micc¢éo, sugere
ao veterinario doenca uretral ou prostatica. Ao exame clinico o veterinario pode
constatar dor a palpacdo abdominal e espessamento da parede da vesicula urinaria
(Greene, 2006).

Em virtude da presenca da microbiota da vagina, prepucio e uretra distal, o
método de colheita é fundamental para o diagnéstico correto. Usualmente pode ser

obtido pela cistocentese, sondagem ou mic¢édo espontanea (Greene, 2006).

A cistocentese é o método considerado de escolha por evitar contaminacao
da urina com a microbiota do trato urinario inferior (Nelson & Couto, 2003). Qualquer
presenca bacteriana indica infeccdo, porém pode haver contaminagdo por bactérias
da pele. Assim, a cultura deve ser inicialmente quantitativa e, depois, qualitativa,

visando a identificacdo do microrganismo (Greene, 2006).

A vesicula urinaria ndo palpavel ou falha na cistocentese permite ao clinico,
principalmente nos machos, utilizar sondas para a colheita de urina. Antes da
passagem da sonda na uretra do animal, deve ser realizada limpeza e anti-sepsia do
prepuacio ou da vulva. A sonda deve ser estérii e manuseada com luvas ou
instrumentos esterilizados. Mesmo com os cuidados prévios de antisepsia, devemos
lembrar da existéncia de microbiota no trato urinario inferior. Na passagem da sonda
pode haver o carreamento de bactérias patogénicas para a bexiga, levando a
infeccBes urindrias decorrentes do procedimento de sondagem uretral. Estas
complicacbes reduzem a qualidade do material colhido por sondagem
comparativamente a cistocentese. Outro método de colheita de urina é representado
pela miccdo espontanea. A colheita de urina durante a micgdo natural do animal
aumenta o risco de contaminacdo da amostra, ndo sendo indicada como método

adequado para cultura microbiana, somente para urinalise (Greene, 2006).

A colheita da urina por cistocentese é o0 metodo mais apropriado de

diagnéstico com vistas para cultura e identificacdo de microrganismos causais nas
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ITUs (Barsanti & Finco, 1979; Greene, 2006). Tanto para a urinalise quanto para a
urocultura, as amostras de urina devem ser colhidas antes da instituicdo de
tratamento com antimicrobianos. Caso o tratamento ja tenha sido iniciado, deve ser
descontinuado por no minimo trés dias para a realizagdo do procedimento de cultura
(Barsanti & Finco, 1979; Greene, 2006), sendo questionavel, pois muitos

antimicrobianos deixam residuos mais duradouros.

Os cuidados com acondicionamento e manuseio da amostra séo
importantes para prevenir contaminacao posterior a colheita e para garantir resultado
fidedigno da cultura. Considera-se ideal que a amostra seja imediatamente
encaminhada para cultura microbiana apos a colheita. Caso néao seja possivel, a urina
devera ser refrigerada no maximo seis horas. Existem meios de transporte que podem
ser utilizados para manter a amostra viavel por até 72 horas sob refrigeracdo (Nelson
& Couto, 2003; Greene, 2006).

Na urinalise os achados no sedimento urinario que sugerem ITU sao pidria,
hematuria e bacteriuria, dos quais este Ultimo € o mais especifico. Pilria e bacteridria
nem sempre estdo associadas a ITU. A auséncia de pidria ndo indica auséncia de
bacteritria. Porém, a presenca Unica de pidria demonstra processo inflamatério.
Sempre que possivel, a cultura deve ser realizada para confirmar a presenca ou nao

do agente infeccioso (Greene, 2006).

A urocultura é apontada como teste diagnéstico definitivo para a
confirmagéo laboratorial de infec¢é@o do trato urinario. Diversos géneros bacterianos e,
secundariamente, fungos, podem promover infec¢des isoladas ou mdultiplas no trato

urinario de animais de companhia (Greene, 2006).

Dentre os exames clinico-laboratoriais, a presenca de leucocitose por
neutrofilia, com ou sem desvio a esquerda, € o principal achado nas ITUs em cées.
Anormalidades na fungdo renal, como aumento de creatinina, sdo observados

principalmente nos casos de pielonefrite (Greene, 2006).
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A semelhanca de outras infec¢Bes bacterianas em cées, recomenda-se que
a terapia seja fundamentada em testes de sensibilidade in vitro dos agentes frente aos
antimicrobianos de escolha (Nelson & Couto, 2003; Cetin et al., 2003; Greene, 2006).
Os dois principais testes utilizados sdo o método de difusdo com discos (Bauer et al.,
1966) e a determinacdo da concentracdo inibitdria minima-MIC (Quinn & Carter,
1994).

Para o método de difusdo sao utilizados discos impregnados com
concentracbes especificas para cada antimicrobiano, de acordo com normas
internacionais (NCCLS, 1999). O método de difusdo toma como base concentracdes
séricas atingidas in vitro pelos antimicrobianos, o que pode gerar limitacbes nas
concentragfes terapéuticas alcancadas in vivo em determinados 6rgdos na terapia
(Jarvinem, 1980; Quinn & Carter, 1994).

A concentracdo inibitéria minima pode ser aferida com fitas impregnadas
por diferentes concentracdes de antimicrobianos ou utilizando meios de cultura
acrescidos de diluicGes diferentes da droga a ser testada. Este método fornece para o
clinico a concentracdo minima do medicamento que devera ser utilizada para inibir a
multiplicacdo bacteriana (Quinn & Carter, 1994). Ambos os testes sao padronizados

de acordo com as normas do “National Commitee for Laboratory Standards” - NCCLS.

A escolha do antimicrobiano deve ser baseada no agente infeccioso, no
perfil de sensibilidade in vitro, na concentracdo terapéutica no trato urinario, assim
como outros fatores como custo, disponibilidade comercial e vias de administracéo da

droga.

Na auséncia de diagndéstico microbiolégico o clinico deve realizar a
bacterioscopia da urina corada por Gram visando, minimamente, direcionar a escolha
do antimicrobiano para bactérias Gram-positivas ou negativas. O pH da urina também
pode nortear a escolha do antimicrobiano. Estudos indicam que na presenca de urina
acida e bastonetes Gram-negativos, existe maior probabilidade de isolamento de
Escherichia coli, enquanto na presenca de cocos Gram-positivos, existe maior

probabilidade de isolamento de Streptococcus sp. Ja em urinas alcalinas contendo
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bastonetes Gram-negativos comumente € isolado Proteus sp, e na presenca de cocos

Gram-positivos, Staphylococcus sp (Nelson & Couto, 2003; Greene, 2006).

De forma geral, sdo recomendados na terapia de ITUs em cées: ampicilina,
amoxicilina, amoxicilina com &cido clavulanico, cefalexina, ciprofloxacina,
enrofloxacina, gentamicina, tetraciclina e sulfametoxazol com trimetoprim. A terapia
deve ser preconizada por no minimo uma semana, podendo se extender até seis
semanas nos casos complicados (Bonagura, 2000; Nelson & Couto, 2003; Cetin et al.,
2003).

Adicionalmente, recomenda-se a realizacdo de nova cultura de urina que
devera ser realizada apés o término do tratamento para avaliar a eficacia do

antimicrobiano utilizado (Bonagura, 2000; Nelson & Couto, 2003).

2.2 PIOMETRA EM CAES POR E. coli

A piometra é caracterizada como inflamacéo do utero com acumulo de pus
intraluminal (Greene, 2006). Esta sindrome afeta cadelas adultas ndo castradas,
causando uma variedade de sinais clinicos sistémicos (Fransson & Ragle, 2003;

Fransson et al., 2003).

Historicamente, a piometra é também denominada hiperplasia endometrial
cistica, j& que as mudancas hormonais uterinas, principalmente na fase luteal
provocadas pela progesterona, aumentam a atividade secretdria das glandulas do
endométrio e diminuem a contratilidade do miométrio, gerando acumulo de fluidos.
Estes fatores, associados com a presenca de bactérias no Gtero, levam a piometra ou
complexo hiperplasia cistica endometrial (Nelson & Feldman, 1986; Ferreira & Lopes,
2000; Fransson & Ragle, 2003; Nelson & Couto, 2003; Coogan et al., 2004,

Romagnoli, 2005; Greene, 2006). Recentemente sugeriu-se a separacdo deste
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complexo em hiperplasia endometrial cistica (CEH) e piometra. A CEH pode predispor

a piometra. No entanto, a piometra pode cursar sem CEH (Fransson & Ragle, 2003).

A piometra é mais freqiente em cdes de meia idade e idosos. A
administracdo de estrogenos pode induzir a doenca também em animais jovens
(Sandholm et al., 1975; Nelson & Couto, 2003; Fransson & Ragle, 2003; Greene,
2006).

A semelhanca das ITUs, E. coli € o microrganismo mais comumente
associado com a enfermidade, observado como o Unico agente entre 59 e 96% dos
casos. Adicionalmente, é considerado como a principal causa de morbi-mortalidade
na piometra em caes (Sandholm et al.,, 1975; Nelson & Couto, 2003; Fransson &
Ragle, 2003; Greene, 2006). E. coli infecta o Utero, via ascendente, pela cérvix. A
predominéncia do agente estd associada com a presenca de sitios antigénicos
especificos no endométrio - estimulado pela progesterona -, € no miométrio,
facilitando a aderéncia ao tecido uterino (Faldyna et al., 2001; Nelson & Couto, 2003;
Greene, 2006).

Linhagens de E. coli isoladas do utero de cadelas com piometra tém sido
comparadas com estirpes isoladas das fezes dos animais e da vesicula urinaria. Estes
estudos tém apontado que as linhagens sao bioquimicamente e geneticamente
semelhantes (Faldyna et al.,, 2001; Fransson & Ragle, 2003; Greene, 2006),

confirmando que a infecgdo uterina ocorre por bactérias de origem entérica.

Tanto na piometra quanto nas ITUs, as estirpes de E. coli possuem fatores
de viruléncia semelhantes, sugerindo também mecanismos similares de
patogenicidade entre os microrganismos causadores de ambas infec¢cdes (Greene,
2006).

Os géneros Streptococcus, Staphylococcus, Proteus, Klebsiella, Salmonella
e Pseudomonas aeruginosa sao isolados em menor freqiéncia na piometra em caes
(Faldyna et al., 2001; Fransson & Ragle, 2003; Coggan et al., 2004; Bigliardi et al.,
2004; Romagnoli et al., 2005; Greene, 2006).
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Os casos de piometra ocorrem comumente em torno de dois meses apos
estro ou acasalamento, ou apO0s administracdo de estrdgenos ou progestagenos
(Greene, 2006). A piometra pode ser classificada como aberta ou fechada, de acordo
com a presenca ou auséncia de secrecao vulvar. A enfermidade é mais severa em
fémeas que apresentam a ceérvix fechada. Em animais com descarga vulvar, a
secrecdo apresenta-se purulenta e usualmente com sangue (Nelson & Feldman,
1986; Kaymaz et al., 1999; Nelson & Couto, 2003; Fransson & Ragle, 2003).

Os principais sinais clinicos relatados sdo anorexia, vomitos, polidipsia,
polidria e letargia. Os animais afetados também podem apresentar desidratacéo e
febre (Sandholm et al., 1975; Nelson & Feldman, 1986; Kaymaz et al., 1999; Nelson &
Couto, 2003; Fransson & Ragle, 2003; Greene, 2006).

O utero das fémeas com cérvix fechada é mais facilmente palpavel. Estes
animais podem evoluir para septicemia ou endotoxemia, choque e morte. O conjunto
destes sintomas clinicos nos casos graves € denominado “sindrome da resposta
inflamatoria sistémica” (SIRS) (Nelson & Feldman, 1986; Fransson, 2003; Fransson &
Ragle, 2003; Nelson & Couto, 2003; Greene, 2006).

A SIRS é associada com infecgBes severas que provocam a liberacdo de
mediadores inflamatérios afetando sistemicamente o animal (Fransson, 2003;
Fransson & Ragle, 2003; Greene, 2006). Clinicamente os caes podem apresentar
febre, aumento da frequéncia cardiaca e respiratoria. Dentre os achados clinico-
laboratoriais na SIRS em caes destacam-se a leucocitose com desvio a esquerda,
anemia normocitica normocrémica, assim como alteracdes hepéticas e renais (Nelson
& Couto, 1986; Fransson, 2003; Fransson & Ragle, 2003).

O diagnostico da piometra é firmado com base na associacdo dos sinais
clinicos e historico do animal (idade, fase do ciclo estral, acasalamento), aliado a
exames clinico-laboratoriais e de diagndstico por imagem (Nelson & Feldman, 1986;
Nelson & Couto, 2003; Greene, 2006).
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Diferentes exames subsidiarios séo utilizados na rotina clinica-diagndstica
e os achados laboratoriais sdo mais graves em animais com a cérvix fechada
(Greene, 2006). A contagem absoluta de leucdcitos freqientemente excede 30.000
células por microlitro. A leucocitose deriva da neutrofilia com desvio a esquerda
degenerativo e presenca de neutréfilos toxicos, aliada a anemia normocitica.
Concomitantemente ha hiperproteinemia (7,5 - 10,0g/dl), decorrente de
hiperglobulinemia e hipoalbuminemia, em consequéncia da desidratacdo e estimulo

antigénico (Schepper et al., 1987).

As anormalidades bioquimicas podem incluir azotemia, pequeno a médio
aumento da alanina amino transferase (ALT) e alteracdes em fosfatase alcalina (FA)
(Nelson & Feldman, 1986; Nelson & Couto, 2003; Fransson et al., 2003; Greene,
2006). Na urinalise os achados incluem piuria, hemataria e proteinaria. A densidade
pode apresentar valores acima de 1030 (Nelson & Feldman, 1986; Kaymaz et al.,
1999; Nelson & Couto, 2003; Bigliardi et al., 2004; Greene, 2006).

A radiografia e a ultrassonografia sdo os métodos de diagndstico por
imagem mais comumente utilizados na piometra em cées. A radiografia abdominal
permite a visualizacdo do Utero e diagnostico de piometra, caracterizada por estrutura
tubular contendo fluido denso, localizada ventral e caudalmente ao abdbémen,
deslocando as alcas intestinais (Prestes et al., 1991). A ultrassonografia é utilizada
como método alternativo quando o raio-X € inconclusivo, permitindo determinar o
tamanho do Utero, a espessura da parede uterina e a presenca de fluidos no limen do
orgao (Kaymaz et al., 1999; Bigliardi, et al. 2004).

O isolamento dos microrganismos da secrecao uterina colhidos com “swab”
Oou mesmo por puncdo aspirativa, sdo definitivos no diagnéstico. A semelhanca da
ITU, a terapia dos animais acometidos deveria ser embasada na identificacdo dos
microrganismos e no teste de sensibilidade aos antimicrobianos (Quinn & Carter,
1994; Ferreira & Lopes, 2000; Fransson et al., 2003; Greene, 2006).

O tratamento deve ser imediato em virtude da agressdo do organismo nos

animais com piometra. A ovariosalpingohisterectomia (OSH) aliada a terapia
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antimicrobiana e a recuperacao do equilibrio hidro-eletrolitico sdo os procedimentos
de escolha no tratamento. O progndéstico do paciente € bom apds a cirurgia, com
excecao dos casos de ruptura uterina que aumentam em até 50% o risco de morte,
consequente ao desenvolvimento de peritonite e septicemia (Nelson & Feldman,
1986; Fransson, 2003; Fransson & Ragle, 2003; Nelson & Couto, 2003; Greene,
2006). A terapia com estrogenos, androgenos e ocitocina ndo apresenta incremento
nos indices de efetividade da terapia (Nelson & Feldman, 1986; Ferreira & Lopes,
2000).

Em animais com cérvix aberta e sem sinais sistémicos severos, a terapia
com prostaglandina (PGF2a) € uma alternativa. Os efeitos desta droga sédo a
contracdo do miométrio e relaxamento da cérvix auxiliando na drenagem do contetudo
uterino. Apenas as prostaglandinas naturais devem ser utilizadas, pois as sintéticas

sdo muito potentes e o0 uso indevido pode levar & morte do animal (Greene. 2006).

2.3 Escherichia coli

E. coli sdo bacilos Gram-negativos, méveis ou ndo, anaerébios facultativos,
nao esporulados, contendo diferentes fatores de colonizacdo (Quinn & Carter, 1994;
Acha & Szyfres, 2001; Trabulsi; 2005).

Estas enterobactérias apresentam membrana citoplasmatica, espaco
periplasmico, peptidioglicanos ou mureina e membrana externa. Podem apresentar
filamento flagelar que se projeta do citoplasma. Possuem cépsula conhecida como
antigeno K. A membrana externa é constituida por lipopolissacarideos (LPS), porinas
e fimbrias. O material genético é formado por um Unico cromossomo circular. Os
plasmideos - material genético extra-cromossomal — contém informacfes como a
producao de toxinas, resisténcia aos antimicrobianos e podem ser transmitidos entre

as linhagens de E. coli (Trabulsi, 2005).
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Os polissacarideos de membrana, denominados antigenos O ou somaticos,
determinam os mais de 170 sorogrupos de Escherichia coli. Os antigenos flagelares
ou H séo de natureza protéica e distinguem os sorotipos dos diferentes sorogrupos
(Acha & Szyfres, 2001).

A patogenicidade e as manifestacdes clinicas das colibaciloses variam de
acordo com a presenca de diferentes fatores de viruléncia das linhagens bacterianas,
em especial representados pelas adesinas, toxinas, sistemas de aquisicao de ferro e

multirresisténcia (Greene, 2006).

Classicamente E. coli é considerado um dos principais agentes causais de
enterite no homem e animais. Ocasionalmente o agente € encontrado em ampla
variedade de manifestacdes clinicas extra-intestinais, incluindo afeccdes
dermatolégicas, pulmonares, neuroldgicas, oculares, articulares, génito-urinarias,
entre outras (Radostitis, 2000; Trabulsi, 2005; Greene, 2006), conotando também seu

comportamento oportunista.

2.4 E. coli DIARREIOGENICAS (DEC)

As linhagens de E. coli relacionadas as manifestacdes clinicas entéricas ou
diarreiogénicas séo divididas na atualidade em seis classes ou grupos: E. coli
enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasora (EIEC) e E. coli que
adere difusamente (DAEC) (Nataro & Kaper, 1998; Ribeiro, 2001; Acha & Szyfres,
2001; Dantas, 2002; Kaper et al., 2004; Trabulsi, 2005; Veronesi, 2005; Von Sydow,
2005; Greene, 2006).
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2.4.1 E. coli ENTEROPATOGENICA (EPEC)

Foi a primeira categoria de E. coli diarreiogénica descrita. Os primeiros
estudos datam de 1920 e 1930 na Alemanha, sendo confirmados em 1945 na
Inglaterra (Kaper et al., 2004; Trabulsi, 2005; Veronesi, 2005).

Esta classe de E. coli é considerada a maior causa de diarréia em criancas
com idade inferior a um ano em paises em desenvolvimento (Kaper et al., 2004,
Trabulsi, 2005; Veronesi, 2005).

Em 1995 foi reconhecida a existéncia de duas categorias de EPEC,
denominadas tipica e atipica. Esta ultima é considerada patégeno emergente tanto
em paises desenvolvidos quanto em desenvolvimento, incluindo o Brasil. Ambas
causam lesdo histopatologica no epitélio intestinal denominada lesdo A/E (“attaching
and effacing”). As principais diferencas sao os sorotipos e a presenca de plasmideos
especificos. Além disto, as linhagens tipicas se aderem de forma localizada. As
estirpes atipicas também se caracterizam por aderéncia localizada, porém frouxa
(Kaper et al., 2004; Trabulsi, 2005; Veronesi, 2005).

EPEC se adere as células da mucosa do intestino delgado e cdlon
causando perda das microvilosidades e formando um pedestal de flamentos de actina
(lesdo A/E). As mudancas morfologicas nas microvilosidades estdo associadas com a
resposta inflamatdria. Clinicamente observa-se diarréia aquosa com muco e sem

sangue, febre e desidratacdo (Trabulsi, 2005; Veronesi, 2005; Greene, 2006).

Segundo Trabulsi (2005), o homem é reconhecido como Unico reservatoério
das EPEC tipicas. Raramente sdo encontradas em animais. As provaveis fontes de
infecg@o sdo portadores sadios ou doentes. As vias de transmissao incluem contato

pessoal e ingestdo de agua e alimentos contaminados.
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2.4.2 E. coli ENTEROHEMORRAGICA (EHEC)

Descrita em 1983 com infeccdo intestinal, esta categoria de DEC foi
reportada nos EUA em surtos de diarréia humana ocorridos apds ingestdo de

hamburgueres (Trabulsi, 2005).

As EHEC séo relatadas predominantemente em surtos ou em casos
isolados em paises desenvolvidos, tendo baixa freqiéncia de isolamento em paises
em desenvolvimento (Veronesi, 2005; Trabulsi, 2005). A grande maioria dos surtos
estdo relacionados ao sorotipo O157:H7 (Acha & Szyfres, 2001; Kaper et al., 2004;
Trabulsi, 2005).

Esta categoria € caracterizada por diarréia sanguinolenta, trombocitopenia
e sindrome urémica hemolitica (SUH) no homem. A causa da colite e da SUH é
atribuida a producéo da toxina de Shiga (“Shiga toxin producing E. coli”) ou STEC
pelo sorotipo O157:H7. A toxina € também denominada verocitotoxina (vt) (Acha &
Szyfres, 2001; Kaper et al., 2004; Trabulsi, 2005; Veronesi, 2005; Greene, 2006).

A absorcéo da toxina Shiga provoca hemorragias intestinais e leséo renal
por inibicdo da sintese protéica. Os casos de infeccdo humana por E. coli O157:H7,
principalmente em criancas, evoluem para faléncia renal e geralmente tém
prognostico desfavoravel, mesmo com a instituicdo do tratamento (Veronesi, 2005;
Trabulsi, 2005).

Assim como as EPEC, EHEC também causa lesdo A/E (Trabulsi, 2005;

Veronesi, 2005; Greene, 2006), porém colonizam somente o célon (Veronesi, 2005).

As EHEC podem ser encontradas nas fezes da maioria dos animais
domésticos, mas o reservatorio mais importante para o homem é o bovino (Acha &
Szyfres, 2001; Kaper et al., 2004; Trabulsi, 2005; Greene, 2006). A principal via de
transmissao é a ingestao de carnes mal passadas. Atualmente tém crescido os casos
relacionados ao consumo de agua, alface, frutas, sucos fermentados e leite (Acha &
Szyfres, 2001; Kaper et al., 2004; Trabulsi, 2005).
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No Brasil, Cerqueira et al. (1999) identificaram o sorotipo O157:H7 nas
fezes de bovinos de abatedouros. Ribeiro et al. (2006) nédo identificaram o sorotipo
0157:H7 em 120 linhagens de E. coli isoladas de mastite, embora tenham identificado

estirpes produtoras de verotoxinas.

Ha relato de isolamento do sorotipo O157:H7 a partir de fezes de cées
provenientes de fazendas, porém sem sinais clinicos de doenca por EHEC. Greene
(2006) refere o sorotipo O157:H7 nas fezes de caes que freqientam praias ou que se

alimentam de comida caseira, porém sem qualquer sintomatologia clinica.

2.4.3 E. coli ENTEROTOXIGENICA (ETEC)

As ETEC produzem dois tipos principais de enterotoxinas denominadas
toxinas termolabeis (LT) e termoestaveis (ST) (Acha & Szyfres, 2001; Kaper et al.,
2004; Trabulsi, 2005; Veronesi, 2005; Greene, 2006).

A toxina LT possui grande peso molecular e esta relacionada
imunologicamente com a toxina da cdlera. A toxina ST possui baixo peso molecular,
perdendo a capacidade antigénica. Ambas sdo encontradas no DNA plasmidial,
podendo ser transferidas entre linhagens de ETEC (Acha & Szyfres, 2001; Veronesi,
2005).

Ao aderirem as células da mucosa do intestino delgado com o auxilio de
fimbrias de colonizacdo, as bactérias liberam as toxinas. A LT altera a atividade da
adenil ciclase ativando canais de cloro, com consequente saida de agua e diarréia. A
toxina ST estimula a secrecéo de cloro e inibe a reabsor¢cdo de NaCl, aumentando o
afluxo de fluidos intestinais (Kaper et al., 2004; Veronesi, 2005; Trabulsi, 2005;
Greene, 2006). A acdo das duas toxinas resulta na incapacidade do enterdcito em
reter eletrolitos e liquidos celulares provocando diarréia profusa e aquosa (Trabulsi,
2005).
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Segundo Acha & Szyfres (2001) e Trabulsi (2005) as ETEC constituem um
dos mais importantes enteropatdgenos para o homem. S&o responsaveis por
aproximadamente 20% dos casos de diarréia em criangas com menos de cinco anos
em paises desenvolvidos. Também € o principal agente da “diarréia dos viajantes” em

adultos.

O principal reservatorio € o homem e as vias de transmissao séo as fezes
de doentes e portadores. A infeccdo ocorre pela ingestdo de agua e alimentos
contaminados (Acha & Szyfres, 2001; Trabulsi, 2005). Existem evidéncias de
transmissao por contato pessoal, em bercarios e enfermarias de pediatria. Pacientes

acometidos pelo virus da aids também séo alvos destas bactérias (Trabulsi, 2005).

2.4.4 E. coli ENTEROAGREGATIVA (EAEC)

A principal caracteristica das E. coli enteroagregativas € seu padrdo de
adesdao as células epiteliais que consiste em um agregado celular que lembra “tijolos
empilhados” (Acha & Szyfres, 2001; Kaper et al., 2004; Trabulsi, 2005; Veronesi,
2005). Tal padrdao € denominado agregativo e foi estabelecido em 1987 por
pesquisadores chilenos, em estudo epidemioldgico sobre a etiologia da diarréia infantil
no pais (Trabulsi, 2005).

Esta categoria de E. coli diarreiogénica tem sido associada a doenca
diarréica aguda ou persistente em casos esporadicos, e em surtos de diarréia em
paises desenvolvidos ou em desenvolvimento, sendo considerado patégeno
emergente (Kaper et al., 2004; Veronesi, 2005; Trabulsi, 2005). Outros estudos

relatam a presenca significativa de portadores assintomaticos (Veronesi, 2005).

Os mecanismos de patogenicidade das EAEC ainda permanecem em
estudo, mas varios fatores de viruléncia foram descritos (Kaper et al., 2004; Veronesi,
2005; Trabulsi, 2005). Esta classe de E. coli possui a toxina termoestavel de EAC
(EAST-1) e a “plasmid-encoded toxin” (PET). A EAST-1 se correlaciona com ST de
ETEC, alterando a corrente idnica das células intestinais. PET induz rompimento do
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esqueleto da membrana celular (Kaper et al., 2004; Trabulsi, 2005). Sugere-se gque a
associacdo destes fatores culmina com a diarréia. Foram descritas duas proteinas
extracelulares denominadas PIC (“protein involved in intestinal colonization”) e
dispersina. PIC € uma mucinase que confere a bactéria, in vitro, resisténcia ao soro e
a hemaglutinacdo. A dispersina é imunogénica e auxilia na dispersdo da EAEC pela

mucosa intestinal (Trabulsi, 2005).

A doenca tipica é caracterizada por diarréia secretoria, mucéide e aquosa,
com periodo de incubacéo curto, pouca febre e vomitos esporadicos. A classe EAEC
foi associada com diarréia persistente em diversos paises, inclusive o Brasil, com
duracédo igual ou superior a 14 dias. Diarréia do viajante também € associada com
esta categoria de DEC (Trabulsi, 2005).

Estirpes de EAEC ja foram isoladas de animais (cavalos, cdes, macacos,
bovinos e suinos), mas o papel destes como reservatorios para 0 homem ainda néo
foi estabelecido (Trabulsi, 2005). Diversos estudos em varios paises apontam que 0s

alimentos contaminados podem ser veiculos de transmissao (Trabulsi, 2005).

2.4.5 E. coli ENTEROINVASORA (EIEC)

A enfermidade diarréica provocada por E. coli enteroinvasora é semelhante
a infeccdo causada pelo género Shigella. Possui a capacidade de invadir e multiplicar-
se nas células do colon intestinal do homem (Acha & Szyfres, 2001; Kaper et al.,
2004; Trabulsi, 2005; Veronesi, 2005).

A diarréia causada por esta categoria é aquosa, seguida por muco e
sangue. O paciente também apresenta febre, mal estar e cdlicas abdominais (Acha &
Szyfres, 2001; Kaper et al., 2004; Trabulsi, 2005).

A capacidade de invasdo de células epiteliais e consequente infeccao de
células adjacentes por estas bactérias € regulada tanto por genes plasmidiais quanto

por genes cromossomais (Trabulsi, 2005; Veronesi, 2005).
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As infeccdes causadas por EIEC sdo mais freqlientes em criancas maiores
gue dois anos de idade e em adultos (Veronesi, 2005; Trabulsi, 2005). A transmissao
é via fecal-oral e ocorre pela ingestdo de agua e alimentos contaminados. O
reservatério desta categoria de DEC € o homem (Trabulsi, 2005). Possui importancia

indefinida nos animais.

2.4.6 E. coli que ADERE DIFUSAMENTE (DAEC)

As E. coli de aderéncia difusa séo caracterizadas por padrao agregativo
gue envolve toda a célula (Kaper et al., 2004; Veronesi, 2005). Estudos demonstram
DAEC como causa de diarréia em criangas maiores de um ano (Kaper et al., 2004,
Veronesi, 2005).

Kaper et al. (2004) afirmam que, aproximadamente, 78% das linhagens de
DAEC produzem uma adesina fimbrial denominada F1845 responsavel pela acéo
citopdtica da bactéria. Esta acdo se caracteriza pelo alongamento das
microvilosidades ao redor da célula bacteriana, reduzindo a borda em escova da

mucosa intestinal.

Trabulsi (2005) ndo aponta a classe DAEC entre as categorias de DEC
justificando que o processo de aderéncia difusa ndo define uma categoria, e é

encontrado em estirpes associadas com ITUs e infec¢des intestinais.

2.5 Escherichia coli EXTRA-INTESTINAL
(EXPEC — “ extraintestinal pathogenic E. coli”)

As infeccbes extra-intestinais (IEs) por E. coli ocorrem em todos 0s grupos

etarios e podem acometer diversos 6rgaos. Como IEs tipicas séo citadas infec¢des do
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trato urinarios (UTIs), meningite (em neonatos e em complicacdes neurocirurgicas),
infeccdes intra-abdominais, pneumonia (particularmente em pacientes hospitalizados),
infecgbes intravasculares, osteomielite e infecgdes em tecidos moles (Russo &
Johnson, 2000; Kaper et al., 2004; Trabulsi, 2005; Greene, 2006).

As linhagens de E. «coli ExXPEC sdo filogeneticamente e
epidemiologicamente distintas das comensais e patogénicas do intestino.
Aparentemente as EXPEC sdo incapazes de causar doenca entérica, colonizando o
trato intestinal de forma estavel em animais e humanos saudaveis, a ndo ser que se

estabeleca em sitios extra-intestinais (Russo & Johnson, 2000).

Russo & Johnson (2000) propuseram a utilizagdo do acrébnimo ExXPEC
(“extraintestinal pathogenic E. coli”) como nova forma de denominacdo para as
estirpes de Escherichia coli ndo diarreiogénicas. Dependendo do sistema ou 6rgao
acometidos, estas linhagens podem ser denominadas UPEC (“uropathogenic E. coli’),
MNEC (meningits — associated E. coli”) e ainda APEC (“avian pathogenic E. coli”)
(Russo & Johnson, 2000; Kaper et al., 2004).

2.5.1 Escherichia coli UROPATOGENICA (UPEC - “uropathogenic E.

coli”)

As infecgcbes do trato urinario (ITUs) estdo entre as infeccbes mais
freqientes no homem e em animais de todo mundo (Trabulsi, 2005; Sousa, 2006).
Nos EUA, os custos anuais diretos ou indiretos com infec¢cdes urindrias séo
superiores a 1,6 bilhdes de dodlares (Marss et al., 2005). E. coli é o principal agente
etiolégico de caes com infeccao urinaria, em casos recorrentes de ITU e em cdes que

apresentem urolitiase (Greene, 2006).

A ocorréncia de ITU por E. coli em caes é proporcionalmente tdo alta como
no homem. Em ambos, os patdégenos urinarios derivam tipicamente de clones

especificos, contendo fatores de viruléncia associados filogeneticamente com o grupo
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B,. Estas bactérias tém como reservatério o intestino e regido peri-anal, e ingressam

pelo sistema urindrio via ascendente, pela uretra (Greene, 2006).

As UPEC pertencem a um pequeno nuamero de sorogrupos, ao redor de
seis, 0s quais possuem fendtipos epidemiologicamente associados com cistites e
pielonefrites. Os principais fatores de viruléncia expresados por estas estirpes sao
adesinas, toxinas, proteinas fixadoras de ferro e os antigenos O e K (Kaper et al.,
2004; Trabulsi, 2005; Greene, 2006).

O advento da tecnologia molecular tem facilitado os estudos sobre E. coli
uropatogénica. O rapido acesso aos determinantes virulentos pela PCR (“polimerase
chain reaction” / reacdo em cadeia pela polimerase) tem permitido avancos na
epidemiologia, diagndstico e estratégias de controle. O reconhecimento das
caracteristicas de viruléncia do microrganismo favorece a interpretacdo clinica,
possibilitando melhor prognéstico dos pacientes decorrentes de acdes terapéuticas

diferenciadas (Usein et al., 2001).

Linhagens de E. coli isoladas de cdes e gatos com ITU sdo similares
fenotipicamente e geneticamente com aquelas isoladas de pacientes humanos. Estes
achados sugerem que poderia existir infeccéo cruzada com estirpes patogénicas entre

0s animais de companhia e seus proprietarios (Kurazono et al., 2003).

2.6 FATORES DE VIRULENCIA (FV)

A patogenicidade das linhagens de E. coli esta diretamente ligada a
diferentes fatores de viruléncia, incluindo adesinas, toxinas, mecanismos de captacao

de ferro, multi-resisténcia aos antimicrobianos, entre outros (Sousa, 2006).

Tanto nas infec¢des entéricas quanto no trato urinario faz-se necesséria a

adesao entre o patégeno e o epitélio do hospedeiro, mediante a interacao de adesinas
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da bactéria com receptores no tecido. Este contato desencadeia alteracfes

moleculares que iniciam o processo infeccioso (Kau et al., 2005; Sousa, 2006).

As principais barreiras contra as infec¢cdes no organismo séo representadas
pelos mecanismos inatos de defesa, ou inespecificos, que incluem o fluxo urinério,
esfoliacdo de células epiteliais, secrecdo da proteina Tamm-Horsfal e quemocinas

(interleucina 8), resultando na quimiotaxia de neutrdfilos (Oelschlaeger et al., 2002).

7

A proteina Tamm-Horsfal (THP—"Tamm-Horsfal Protein”) € também
denominada proteina uromucdide, responsavel por interferéncia na colonizagédo
bacteriana. Esta proteina é composta por 25 a 30% de residuos de carboidratos, os
quais sao constituintes de receptores analogos para algumas adesinas de E. coli.
Estas observacdes sugerem que ao se ligar com a THP, a bactéria ndo consegue
aderir ao uroepitélio, facilitando sua eliminagdo pelo fluxo urinario (Garcia & Lé

Bouguénec, 1996).

Em casos simples de ITU estes mecanismos sao suficientes para conter a
infeccdo em apenas alguns dias. Todos estes microrganismos dispdem de uma
variedade de fatores de viruléncia que os capacitam para causarem infeccdo no trato
urinério. Desta forma, o grupo das E. coli uropatogénicas séo isoladas de infeccdes
simples, e também responsaveis por infeccdes em pacientes cateterizados, com
formacédo de célculos ou com comprometimento do sistema imune (Oelschlaeger et
al., 2002).

Os fatores de viruléncia se encontram inseridos no cromossomo de UPEC
e em sua grande maioria em regides instaveis (regides méveis de DNA) denominadas
ilhas de patogenicidade (PAls-“Pathogenicity Islands”). Estas PAls se localizam
proximas ou inseridas aos genes do RNA transportador (Nakano et al., 2001; Emody
et al., 2003). A transferéncia horizontal de PAIls é um importante mecanismo de

transporte de fatores de viruléncia de UPEC (Emody et al., 2003).

A regulacdo da expressdo génica também €& aspecto importante na
manifestagdo da viruléncia das enterobactérias. Condigbes ambientais como
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temperatura, oferta de nutrientes e ferro sdo fundamentais para o desenvolvimento
fenotipico dos sinais clinicos relacionados aos fatores de viruléncia (Emody et al.,
2003).

2.6.1 ADESINAS

As enterobactérias carreiam em sua superficie monémeros, oligdbmeros
simples ou componentes de fibras supramoleculares denominadas adesina, pili ou
fimbria. As organelas de aderéncia mais comumente associadas com UPEC séo

fimbria H, P e S e a familia Dr de adesinas (Mulvey, 2002).

Linhagens de E. coli produzem adesinas fimbriais que s&o estruturas
presentes no envelope celular, facilmente identificadas por microscopia eletrénica. E.
coli carreia em torno de 500 fimbrias em sua superficie, sendo cada uma destas
estruturas constituidas por aproximadamente 1000 subunidades protéicas (Hacker,
1992).

Fimbrias e flagelos sdo morfologicamente e funcionalmente distintos. Os
flagelos sdo longos e flexiveis, sendo responsaveis por motilidade e nao por
aderéncia. Diferem também de pili sexual, o qual possui funcdo de conjugacédo e nao

de ligacdo com outras superficies (Johnson, 1991).

Os receptores para adesinas sao produzidos por células epiteliais,
eritrécitos e pelo glicocalix urinario. Especificamente estas adesinas podem ligar-se
com componentes da matriz extracelular como fibronectina, laminina ou colageno
(Garcia & Lé Bouguénec, 1996).

2.6.1.1 Fimbria tipol

7

Fimbria tipo 1 ou pili tipol € a adesina codificada por UPEC mais
prevalente. Aproximadamente 80% das linhagens codificam esta fimbria (Hacker,
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1992; Mulvey, 2002). Estruturalmente apresenta-se como bastonete helicoidal
espesso, com 7nm de diametro e comprimento entre 0,5 e 2um (Johnson, 1991,
Mulvey, 2002), constituido por proteinas de subunidade principal fimA e trés proteinas
de subunidades menores fimF, fimG e fimH (Mulvey, 2002; Tiba, 2004).

Adesinas fimbriais mostram especificidade diferente quanto aos seus
receptores presentes em eritrécitos de diversas espécies. Bactérias com a expresséo
da fimbria do tipo 1 se aderem a diferentes células, incluindo do epitélio bucal
humano, intestinais, vaginais, do epitélio uretral e de vasos sanguineos (Johnson,
1991). Pili do tipol reconhece como receptor celular a manose presente em uma
glicoproteina secretada pelo epitélio da bexiga denominada uroplaquina, recebendo a
denominacéo de adesina fimbrial sensivel a manose (Hacker, 1992; Oelschlaeger et
al., 2002; Trabulsi, 2005; Kau et al., 2005).

Pili tipol também ¢€ considerada invasina, pois sua ligacdo com a
uroplaquina provoca a endocitose de UPEC. Depois da internalizagédo, a bactéria se
prolifera no vacuolo endocitico, aderindo e invadindo o epitélio do trato urinario. Este
mecanismo pode ser considerado de evasao da bactéria visto que UPEC nao sera
eliminada pelo fluxo urinario. A prépria endocitose também protege o microrganismo

da acédo de imunoglobulinas e antimicrobianos (Trabulsi, 2005).

A subunidade menor protéica denominada fimH é responsavel pela invasao
bacteriana no tecido do hospedeiro, atuando propriamente como adesina. fimA sem a
expressao da subunidade fimH ndo possui capacidade de aderéncia (Johnson, 1991,
Oelschlaeger et al., 2002; Mulvey, 2002; Tiba, 2004).

Estudos recentes demonstraram que determinadas variantes de fimH
podem mediar contato inter-bacteriano, estimulando auto-agregacao das bactérias e
formacédo de biofilme. Estas propriedades conferem maior resisténcia bacteriana as
defesas do hospedeiro e também contra a acado de determinados antimicrobianos. A
formacdo de biofilme, mediada por fimbria do tipol, também confere a UPEC a

capacidade de colonizar catéteres urindrios e outros implantes médicos, gerando
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infeccdo em pacientes hospitalizados (Mulvey, 2002; Oelschlaeger et al., 2002;
Emody et al., 2003; Kau et al., 2005).

2.6.1.2 Fimbria P (papC/papG)

O receptor de fimbria P € alfa-D-Gal(1-4)alfa-D-Gal (globobiose), um
digalactosideo que se encontra associado a um grupo de ceramidas ancorados na
membrana de células epiteliais de pacientes do grupo sanguineo P (Johnson, 1991;
Mulvey, 2002; Oelschlaeger et al., 2002; Trabulsi, 2005). Estes receptores séo
observados em eritrécitos humanos, de suinos, pombos, caprinos, ovinos, caninos e

em células uroepiteliais (Johnson, 1991).

De maneira similar a fimbria do tipol, a fimbria P €& composta por
subunidades que constituem uma fibrila pequena e flexivel. Grande parte de sua
massa € formada pela subunidade papA. Esta fibrila contém uma adesina distalmente
localizada, papG, em associacdo com trés outras subunidades, papE, papF e papK
(Johnson, 1991; Mulvey, 2002; Tiba, 2004). A subunidade papH atua como ancora
para papA na membrana externa bacteriana. A papA é necessaria para a formacao
da fimbria, mas ndo para a aderéncia com o receptor “Gal-Gal” (Johnson, 1991). A
adesina papG reconhece receptores expressos por eritrocitos e por células presentes

no rim de animais e do homem (Mulvey, 2002).

A subunidade papG é dividida em trés variantes distintas, GI, Gll e Gl
(Johnson, 1991; Mulvey, 2002). O alelo papGl é associado aos isolados de fezes,
enquanto Gll esta relacionado a pielonefrite e Glll com cistite (Johnson, 2002; Mulvey,
2002; Tiba, 2004).

Estudos apontam maior associacao de fimbria P, especificamente papG,
com pielonefrite. Também ha a correlacdo deste fator de viruléncia com o

desenvolvimento de bacteritria (Mulvey, 2002; Tiba, 2004).
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2.6.1.3 Fimbria S (sfa)

Esta fimbria esta relacionada a meningites causadas por Escherichia coli
(Tiba, 2004; Trabulsi, 2005). Também foi encontrada em bactérias isoladas de

infeccdes do trato urinario e sepsis (Mulvey, 2002; Tiba, 2004).

Pili S é composto por uma subunidade maior sfaA associada com trés
subunidades menores sfaG, sfaH e sfaS. A subunidade sfaS esta localizada na
extremidade distal da fimbria e permite interacdes da bactéria com residuos de acido
sidlico expressos por receptores em ceélulas do epitélio renal e do endotélio dos vasos
(Mulvey, 2002).

Fimbria S facilita a disseminacdo da bactéria pelos tecidos do hospedeiro
(Mulvey, 2002), inclusive causando infec¢des na bexiga, pois foi verificado residuo de
acido sialico na uroplaquina3 (membrana que reveste o limem da bexiga) (Mulvey,
2002; Tiba, 2004).

2.6.1.4 Familia de adesinas Dr

Este grupo de adesinas inclui adesinas fimbriais Dr e adesinas nao
fimbriais afal, afall, afalll, afalV, nfal e Drll (Johnson, 1991; Mulvey, 2002), além de
O75X. A adesina afimbrial afa é codificada pelo operon afa e expressa por UPECs
pertencentes a familia de hemaglutininas resistentes a manose (Johnson, 1991; Tiba,
2004).

Todas estas adesinas possuem como receptor o antigeno do grupo
sanguineo Dr (Mulvey, 2002; Tiba, 2004). O antigeno denominado DAF (“Deccay
Accelerating Factor”) é uma glicoproteina regulatoria do sistema complemento. A
expressao de DAF aumenta durante a gestacao, justificando a maior susceptibilidade
da mulher gestante para a infeccdo por UPEC Dr positiva (Mulvey, 2002). Estes
receptores sao amplamente distribuidos em superficies epiteliais do trato

gastrintestinal, pelve renal, uretra, bexiga e mucosa uterina (Johnson, 1991; Mulvey,
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2002; Tiba, 2004). Sugere-se que a familia de adesinas Dr facilita a ascensdo e
colonizacdo bacteriana, e o desenvolvimento de infeccao intersticial crbnica no trato

urinario (Mulvey, 2002).

Contrastando com a fimbria P, as adesinas Dr estdo mais freqlientemente
associadas com cistites (26 a 50% dos casos) comparativamente as pielonefrites (6 a
26% dos pacientes) (Johnson, 1991). Estudos indicam o aumento no risco de
infeccbes do trato urinario recorrentes naqueles pacientes nos quais as estirpes
UPEC apresentaram adesinas da familia Dr, pois estes fatores de viruléncia
promovem maior persisténcia da bactéria no sistema urinario. Recentemente foi
descrito que UPEC detentores destas adesinas poderiam manter-se viaveis por mais

de um ano no tecido renal (Mulvey, 2002).

2.6.2 INTIMINA (eae)

EPECs classicas sdo responsaveis por epidemias graves de diarréia
aguosa em criancgas, principalmente aquelas que ndo se alimentaram de leite mateno
(Acha & Szyfres, 2001). Este grupo de E. coli diarreiogénica adere-se intimamente as
células intestinais formando expansdes. O sorotipo O157:H7 também se adere as
células formando grupamentos de microcolénias na superficie do enterdcito de
maneira intima e localizada, destruindo as microvilosidades, provocando alteracdes
na constituicdo e no metabolismo celular. Este tipo de lesdo foi denominada
Attachment/Effacement (A/E), pois ap0s sua adesdo ha também formacdo de
“pedestais ou saliéncias” nas células (Nataro & Kaper, 1998; Ribeiro, 2001; Dantas,
2002; Moura, 2005; Von Sydow, 2005).

O desenvolvimento da lesdo A/E envolve a participacdo de genes
plasmidiais e cromossémicos, bem como resposta celular. Porém, os principais genes
envolvidos com A/E se encontram inseridos no cromossomo bacteriano formando
uma ilha de patogenicidade denominada LEE (“Locus of enterocyte effacement”).
Dentre os genes nesta PAI, encontra-se o gene eae (E. coli attachment and effacing)

que codifica a sintese de uma proteina denominada intimina. Esta intimina é
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responsavel pela adesao intima da bactéria com a célula intestinal (Nataro & Kaper,
1998; Ribeiro, 2001; Dantas, 2002; Moura, 2005).

2.6.3 TOXINAS OU CITOLISINAS

Diferentes toxinas com efeito litico em células epiteliais, eritrécitos e
leucocitos sdo produzidas por E. coli, especialmente em linhagens que promovem
infeccBes extra-entéricas. Dentre as principais toxinas e citolisinas, assumem

destaque para a-hemolisina (hlyA), fator necrosante citotoxico (cnf) e verotoxinas (vt).

2.6.3.1 Hemolisina (hly)

A a-hemolisina é uma citotoxina capaz de induzir a formacao de poros na
membrana de diversas células do hospedeiro, resultando em morte celular (Trabulsi,
2005).

Esta toxina faz parte da familia RTX (“Repeat Toxin”). Promove a lise em
eritrocitos, leucécitos, células endoteliais e do epitélio renal (Johnson, 1991; Emody et

al., 2003), recebendo a denominacéo de citolisina (Reingold et al., 1999; Tiba, 2004).

A hemolisina é codificada por um operon cromossomal composto de quatro
genes designado hlyABCD. O gene hlyA é estrutural, hlyC é responsavel pela
ativacdo pos transcricional da proteina estrutural e as proteinas hlyB e hlyC de
membrana, compdem a maquinaria secretdria de hlyA (Garcia & Le Bouguénec, 1996;
Tiba, 2004). Em animais, o operon hly costuma se localizar em plasmideos (Johnson,
1991; Reingold et al., 1999).

A exposicao de polimorfonucleares a a-hemolisina estimula a degranulagéo
e a liberacdo de ATP e leucotrienos, causando severas alteracdes morfoldgicas,

diminuindo quimiotaxia e fagocitose. A lise celular ocorre em altas concentracfes da
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toxina. Mondcitos e granulécitos sao altamente sensiveis a citotoxicidade da

hemolisina, enquanto linfocitos séo relativamente resistentes (Johnson, 1991).

A formacéo de poros, decorrente da ligacao de hly com o receptor na célula
do hospedeiro permite o fluxo livre de cations, ions e &gua, levando a perda do
conteudo intracelular, alteracbes no citoesqueleto e no metabolismo da célula
(Johnson, 1991; Tiba, 2004).

A producdo de hemolisina por E. coli uropatogénica em infec¢cdes no
homem é mais comum em linhagens isoladas de ITU superior, sendo mais frequente
em pacientes com pielonefrite (49%) do que acometidos por cistite (40%) (Johnson,
1991), diminuindo consideralvelmente em isolados de bacteremia e das fezes
(Johnson, 1991; Tiba, 2004).

2.6.3.2 Fator Necrosante Citotéxico 1 (cnf-1)

Caprioli e colaboradores em 1980 descreveram uma toxina produzida por
estirpes de E. coli isoladas de enterite de criancas capaz de induzir lesdes necroéticas
em pele de coelho. O efeito citopatico desta toxina em linhagens celulares HelLa e
Vero leva ao desarranjo do tapete celular, formacdo de células gigantes e
multinucleadas. Em 1983 a toxina foi denominada Fator Necrosante Citotdxico (cnf)
(Gyles, 1992; Pohl et al., 1993; Garcia & Le Bouguénec, 1996; Boquet, 2001).

A toxina cnf-1 induz profunda reorganizacdo no citoesqueleto de actina,
multinucleacdo e alongamento de células Hela, formacdo de grandes vacuolos e
capacidade de internalizacdo bacteriana em células Hep-2. Estas caracteristicas
sugerem que este fator de viruléncia pode facilitar a disseminacao bacteriana do trato
urindrio para a corrente circulatéria (Garcia & Le Bouguénec, 1996; Zamora et al.,
2000; Boquet, 2001; Tiba, 2004).

A producéao de cnf-1 foi reportada em E. coli isoladas de casos de enterite,

septicemia e nefrite em humanos, diarréia em vacas e suinos, septicemia em touros, e
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em casos de septicemia e infeccdo do trato urinario em cées e gatos (Gyles, 1992;
Pohl et al., 1993).

Estudos epidemioldgicos revelaram 37% de UPECs produtoras de cnf-1 e
0,9% de linhagens provenientes das fezes. A producdo desta toxina também é
freqlientemente associada com a producédo de fimbria P e a-hemolisina (Gyles, 1992;
Ribeiro et al., 2002). Hemolisina, fimbria P e cnf-1 se encontram na mesma PAIl na
maioria das UPECs, pressupondo que estas toxinas possam atuar em conjunto,
favorecendo a patogenicidade da bactéria (Landraud et al., 2000; Boquet, 2001; Tiba,
2004; Tavechio et al., 2004).

2.6.3.3 Verotoxinas (VT1 e VT2)

Konowalchuk e colaboradores descreveram pioneiramente as verotoxinas
em 1977, investigando a citotoxicidade do sobrenadante bacteriano filtrado sobre

culturas de células Vero (células de rim de macaco verde africano) (Moura, 2005).

A verotoxina tipo 1 (VT1) é funcionalmente e estruturalmente similar a
toxina de Shiga (sintetizada por Shigella dysenteriae). A VT2 €& antigenicamente
distinta de VT1, sendo também denominadas toxinas Shiga-like (Stx 1 e 2) (Nataro &
Kaper, 1998; Ribeiro, 2001; Dantas, 2002; Moura, 2005; Von Sydow, 2005).

As verotoxinas inibem a sintese protéica das células do hospedeiro. Ainda
permanece incerto o papel destas toxinas para os quadros diarréicos (Dantas, 2002).
Porém, sabe-se que a diarréia ocorre pela destruicdo da camada de células de

absorc¢éo do intestino (Moura, 2005).

As toxinas VT1 e VT2 sdo constituidas por duas subunidades (A — B). A
subunidade B é um pentamero que se liga a um receptor glicolipidico especifico,
presente na superficie das células eucaridticas. Ap6s a ligacdo de B com os
enterdcitos, a subunidade A é carreada para o interior celular, sofrendo acdo de
enzimas proteoliticas, reduzida a subfracdes. A subfracdo A; remove residuo de
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adenina da porcdo 28S ribossomal, inibindo a sintese protéica e causando morte
celular (Nataro & Kaper, 1998; Ribeiro, 2001; Moura, 2005; Von Sydow, 2005).

Os genes estruturais para as verotoxinas sao encontrados em
bacteri6fagos lisogénicos que 0s inserem no cromossomo bacteriano (Nataro &
Kaper, 1998; Dantas, 2002; Moura, 2005).

Em todo mundo mais de 50 sorotipos de E. coli tém sido identificados como
produtores de verotoxinas. Entretanto, o sorotipo O157:H7 é o melhor caracterizado e
0 que desperta maior preocupacdo no contexto de saude publica (Nataro & Kaper,
1998; Ribeiro, 2001; Dantas, 2002; Moura, 2005; Von Sydow, 2005).

O impacto das E. coli verotoxigénicas como agentes causadores de diarréia
em cées ainda ndo esta esclarecido, bem como ha pouca informacgéo sobre o sorotipo
0157:H7 causando doenca na espécie canina. (Von Sydow, 2005). Em cées da raca
Greyhound e Dog Aleméo ha a descricdo de uma sindrome, semelhante com a SUH
nos homens, denominada Vasculopatia Glomerular Renal e Cutanea (“Alabama Rot”).
Esta sindrome, causada pela producdo de toxinas por E. coli, possui carater agudo e
letal. LesBes cutaneas como crostras e Ulceras sdo observadas em 75% dos animais
acometidos e cerca de 25% destes caes podem apresentar faléncia renal (Nichols et
al., 2001; Chantrey et al., 2002; Rotermund et al., 2002; Greene, 2006).

Estas bactérias podem ser isoladas de uma grande variedade de animais.
Porém, a espécie mais importante € a bovina, considerada fonte de infeccdo e
reservatorio para o homem e outras espécies animais (Nataro & Kaper, 1998; Ribeiro,
2001; Dantas, 2002; Moura, 2005; Von Sydow, 2005).

No Brasil sdo escassos os estudos conduzidos na investigacdo de toxinas
produzidas por linhagens de E. coli isoladas de cédes (Dantas, 2002; Von Sydow,
2005).
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2.6.4 AEROBACTINA (aer)

O ferro é um dos elementos essenciais para 0 metabolismo bacteriano.
Atua no transporte de elétrons e como catalizador de reacbes enzimaticas
importantes, tais como aquelas envolvidas no metabolismo de hidrogénio, oxigénio e
nitrogénio, além de sintese de DNA (Johnson, 1991; Braun et al., 1999; Faraldo-
Gomez et al.,, 2003). O ferro € um dos elementos quimicos mais abundantes nos
humores organicos. Entretanto, em determinadas condi¢bes de disponibilidade de
oxigénio e pH neutro torna-se escasso em virtude da répida oxidacdo de Fe?* para
Fe®*, e da subseqiiente formacdo de hidréxidos insoltveis (Johnson, 1991; Braun et
al., 1999; Braun et al., 2002; Faraldo-Gomez et al., 2003).

As bactérias possuem varios mecanismos para a captacdo do ion ferro.
Estes se traduzem por receptores de membrana que se ligam especificamente com
moléculas carreadoras de ferro, como por exemplo a transferrina ou os haeméforos.
Alternativamente, bactérias e fungos sintetizam grande variedade de moléculas de
baixo peso molecular capazes de quelar o ferro exégeno chamados sideréforos
(Braun et al., 1999; Faraldo-Gomez et al., 2003).

Os sideroforos sdo representados por trés tipos de estruturas:
hidroxamatos, catecolatos e a-hidroxicarboxilatos. Assim como as transferrinas e
lactoferrinas, quelam Fe®*" muito fortemente, transportando o fon para o citoplasma
bacteriano através de porinas (Braun et al., 1999; Braun et al., 2002; Faraldo-Gomez
et al., 2003).

O siderdéforo hidroxamato aerobactina € o mais efetivo sistema de captacéo
de ferro para E. coli. Aerobactina € uma molécula pequena formada pela
condensacdo de duas moléculas de lisina e uma de citrato. Linhagens detentoras
deste fator de viruléncia multiplicam-se ou mantém-se viaveis em baixas condi¢des de
ferro, incluindo soro e urina. A producdo deste hidroxamato é estimulada por baixas
concentracbes do ion encontradas nos fluidos corpéreos (Orskov et al.,, 1988;
Johnson, 1991; Garcia & Le Bouguénec, 1996; Tiba, 2004).
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Em todas as linhagens de E. coli o sistema de aerobactina é codificado por
um operon de cinco genes (iucABCD e iutA), no qual quatro genes (iucABCD)
codificam enzimas necessarias para a sintese da aerobactina e um quinto gene (iutA),
codifica o receptor de membrana externa denominado ferroaerobactina (Johnson,
1991; Garcia & Le Bouguénec, 1996; Tiba, 2004). Os determinantes genéticos que
regulam a sintese de aerobactina podem ser plasmidiais ou cromossomais (Orskov et
al., 1988; Garcia & Le Bouguénec, 1996; Tiba, 2004).

Eventos sucessivos na biossintese de aerobactina sdo catalizados pelos
genes iuc na sequéncia DBAC e envolvem: (1) hidroxilacdo da lisina, (ll) acetilacdo do
grupo hidroxil para acido hidroxamico e (lll) condensacdo sucessiva de duas

moléculas de &cido hidroxamico para aerobactina (Johnson, 1991; Tiba, 2004).

Aerobactina e fimbria P sdo comumente encontradas em associacdo em
isolados de pacientes com ITU e urosepsis (Johnson, 1991). Orskov et al. (1988)
identificaram, simultaneamente, aerobactina, fimbria P e hemolisina em pacientes
com infeccdo wurinaria. Plasmidios carreadores de genes de aerobactina
freqlentemente possuem genes associados com resisténcia aos antimicrobianos
(Johnson, 1991; Tiba, 2004).

A deteccdo de aerobactina € frequente em E. coli isoladas de pacientes
com pielonefrite (73%), cistite (49%) ou bacteremia (58%), comparativamente a
pacientes com bacteridria assintomatica (38%) ou de estirpes fecais (41%), denotando
a participacdo deste fator de viruléncia para o desenvolvimento de ITU (Orskov et al.,
1988; Johnson, 1991; Garcia & Le Bouguénec, 1996).

2.6.5 PROTEINA ESPECIFICA UROPATOGENICA (usp)

A toxina zot foi encontrada em sobrenadante de cultura de Vibrio cholerae.

Tem como funcdo aumentar a permeabilidade de membrana do intestino delgado.
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Recentemente descobriu-se que esta toxina induz a reorganizacdo do citoesqueleto
de actina por um mecanismo mediado por fosfolipase C e por proteina quinase. Zot foi
classificada como uma nova familia de enterotoxinas, porém também encontrada em
UPECs (Kurazono et al., 2000).

Com o intuito de investigar a prevaléncia de zot em estirpes de UPEC,
Kurazono et al. (2000) descreveram uma nova ilha de patogenicidade responsavel
pela expressdo de proteina associada com E. coli uropatogénicas. Esta proteina,
formada por 346 amino&cidos, foi designada proteina especifica uropatogénica (usp-

“uropathogenic specific protein”).

A aderéncia as células do hospedeiro € um estagio essencial para o
desenvolvimento de ITUs, seguida pela expressdo de fatores de viruléncia. Muitos
genes de viruléncia tém sido identificados em UPEC, incluindo fimbria tipol, P, Fe S
e familia Dr. Destas adesinas, fimbria P mostra alta associacdo com pielonefrite. A
ocorréncia de E. coli produtoras de usp € significativamente maior do que a presenca
de fimbria P ou qualquer outro fator de viruléncia. Este fato também €& observado
guando linhagens de UPEC s&o comparadas com estirpes de origem fecal. Dentre os
varios fatores de viruléncia de UPEC, nenhum é tdo especificamente associado com

todas as manifestacfes de ITU quanto usp (Kurazono et al., 2000).

A proteina especifica uropatogénica aumenta a infectividade da bactéria
(Yamamoto et al., 2001). Estudos demonstraram a presenca de usp em 80% de
pacientes com cistite, 93% com pielonefrite e 24% em linhagens isoladas de fezes de
individuos sadios (Kurazono et al., 2000; Kurazono et al., 2003; Tiba, 2004).
Entretanto, sdo poucos os estudos no Brasil visando a investigacdo da proteina
especifica uropatogénica em linhagens de E. coli isoladas de animais, especialmente

em animais de companhia.

No Brasil sdo escassos os estudos com o objetivo de avaliar os fatores de
viruléncia de E. coli isoladas de cédes, assim como sua inter-relagdo com achados
clinico-epidemioldgicos e reflexos em saude publica, em virtude do estreito contato do

homem com animais de companhia. O presente estudo pretendeu avaliar os principais
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fatores de viruléncia (adesinas e toxinas) em estirpes de E. coli isoladas de infec¢des
do trato urinario, piometra e das fezes de animais sem sintomas entéricos.
Adicionalmente foram investigados o0s principais achados clinico-laboratoriais dos
animais, além da realizacdo do teste de sensibilidade microbiana, com intuito de
fornecer, respectivamente, subsidios ao clinico de pequenos animais, no tocante ao
diagnéstico e terapia das afeccbes. A caracterizacdo das UPEC visa contribuir no
entendimento da epidemiologia e fisiopatogenia das infec¢des do trato urinario e
piometra em cées. A caracterizacdo de fatores de viruléncia nas estirpes que sejam
comuns ao desenvolvimento de doenca no homem e em céaes, ou que favorecam a
patogenicidade das estirpes, pode alertar para o risco de transmissdo destas

linhagens para o homem, decorrente do contato estreito com esta espécie animal.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

o Avaliar a presenca de diferentes fatores de viruléncia em estirpes

de E. coli isoladas de infeccdo do trato urinario, piometra e fezes de céaes.

3.2 Especificos

o Analisar a resposta hematolégica em caes acometidos por

infeccdo do trato urinario e piometra decorrente de infeccéo por E. coli;

o Estabelecer o perfil de sensibilidade microbiana e a ocorréncia de

multi-resisténcia a diferentes antimicrobianos nas linhagens de E. coli;

o Verificar a presenca do gene codificador de fimbria tipo 1, fimbria

P, fimbria S e adesina afimbrial nas estirpes de E. coli;

o Avaliar a presenga do gene codificador das citotoxinas cnfl e vt

nas estirpes de E. coli;

o Verificar a presenca de genes de hemolisinas e aerobactina,

mecanismos ligados a patogenicidade de E. coli por captacéo do ion ferro;

o Determinar a ocorréncia do gene da proteina especifica

uropatogénica nas linhagens de E. coli;

o Comparar a expressdo ¢génica de diferentes adesinas, a
producdo de toxinas, e a ocorréncia de mecanismos de captacdo de ferro e multi-
resisténcia aos antimicrobianos entre as linhagens de E. coli isoladas de infec¢do do

trato urinario, piometra e das fezes;

o Avaliar os reflexos em saude publica da presenca de linhagens

de E. coli patogénicas isoladas de cédes com ITU, piometra e das fezes.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Delineamento experimental

Foram estudados os fatores de viruléncia em 158 linhagens de E. coli
isoladas de ITU (51 linhagens), piometra (52 linhagens) e fezes (55 linhagens) de

caes.

4.2 Colheita de material

4.2.1 Piometra: As linhagens de E. coli isoladas de piometra foram obtidas
de material colhido, assepticamente, diretamente do Utero de cadelas no centro
cirurgico da disciplina de Reproducdo Animal da FMVZ. No local da puncao foi
realizada anti-sepsia com alcool-iodado (70%/1%) e utilizacdo de agulhas e seringas

estéreis.

4.2.2 Infeccéo do trato urinario: As estirpes de E. coli isoladas de infeccao
do trato urinério foram obtidas através de colheita de urina por cistocentese (Greene,
2006), apo6s devida anti-sepsia local com alcool-iodado (70%/1%) e com o uso de

agulhas e seringas estéreis.

4.2.3 Fezes: As linhagens de E. coli isoladas de fezes foram obtidas apos
coleta de material fecal diretamente da ampola retal de animais saudaveis, sem

sintomas entéricos, com auxilio de “swabs” estéreis.

4.3 Identificacdo e manutencéao das estirpes de E. coli

Todo material coletado foi enviado imediatamente ao Servico de
Diagnostico Microbioldgico de Doengas Infecciosas dos Animais do Departamento de
Higiene Veterinaria e Saude Publica da FMVZ-UNESP, Botucatu, SP, sob condicdes
de refrigeracédo (4-8°C).
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O isolamento dos microrganismos provenientes de ITU, piometra e das
fezes foi realizado semeando-se o material nos meios de &gar sangue bovino
desfibrinado (5%) e agar Mac Conkey. As placas foram mantidas em condi¢cdes de

aerobiose a 37°C, por trés dias, avaliadas a cada 24 horas.

As colbnias lactose-positivas no meio de Mac Conkey foram submetidas a
testes bioquimicos MILI (motilidade, lisina, indol), EPM (glicose, gas, LTD, H.S,
(réase) e citrato (Trabulsi, 2005). E. coli foi caracterizada segundo as caracteristicas
morfo-tintoriais, bioquimicas e de cultivo (Edwards & Ewing, 1972; Krieg & Holt, 1994;
Trabulsi, 2005).

4.4 Exames hematolégicos

Foi realizado o hemograma completo (eritrograma, leucograma e contagem
de plaguetas) em 33 animais com ITU e 26 com piometra, segundo Feldman et al.
(2000)(Anexo).

45 Teste de sensibilidade microbiana (antibiograma) e multi-

resisténcia das linhagens

As 158 linhagens de E. coli foram submetidas ao teste de sensibilidade
microbiana — método de difusdo com discos — (Bauer et al., 1966), utilizando-se
antimicrobianos indicados para a terapia de ITU e piometra por E. coli em animais de
companhia e/ou disponiveis comercialmente para uso na rotina veterinaria, a saber:
ampicilina (10ug), cefalexina (30ug), ceftiofur (30ug), ciprofloxacina (5uQ),
enrofloxacina (5ug), florfenicol (30ug), gentamicina (10ug), norfloxacina (10ug) e
sulfametoxazol com trimetoprim (25ug). A leitura dos antibiogramas foi realizada
segundo o “National Commitee for Clinical Laboratory Standards” — NCCLS (NCCLS,
1999).
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Foram consideradas multi-resistentes as linhagens que apresentaram

resisténcia a trés ou mais antimicrobianos.

As linhagens de E. coli isoladas foram estocadas em triplicata, em solucdo
de BHI acrescido de glicerol (5%) e congeladas a — 80°C. Adicionalmente, foram
mantidas sob temperatura de refrigeracao (4°C) em agar nutriente. Posteriormente, as
estirpes passaram a ser estocadas no meio de Liginiéres, em temperatura ambiente
(25°C).

4.6 Deteccdo de hemolisinas no meio de agar sangue

A deteccdo da producdo de hemolisina foi realizada semeando todas as
amostras de material no meio de agar sangue bovino desfibrinado (5%), conforme
descrito no item 4.3, mantidas em condi¢des de aerobiose, a 37°C, por trés dias. As
linhagens que apresentaram halo de hemdlise total ao redor das colénias no meio de
agar sangue, com identificacdo concomitante de E. coli no agar Mac Conkey e

caracterizadas bioquimicamente, foram considerados como hemoliticas.

4.7 Reacao em Cadeia pela Polimerase

A PCR foi realizada com intuito de diagnostico dos seguintes fatores de

viruléncia:
e adesinas: fimbria tipo 1, fimbria P, fimbria S, adesina afimbrial e intimina eae;
e toxinas: hemolisina, fator necrosante citotoxico, verotoxinas;
e sistema de captacédo de ferro: aerobactina;

e proteina especifica uropatogénica.
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4.7.1 Controles positivos: Como controle positivo para as adesinas e
demais fatores de viruléncia foram utilizadas as seguintes cepas padrdo: FVL2 (sfa,
pap, iuc, hly, cnf-1), FVL16 (cnf-1, hly, pap, sfa), FV35 (afa, iuc, cnf-1), FVL8 (sfa, pap,
papGill, hly, iuc, usp, cnf-1), J96 (papGl, papGlil), ORN 115 (fimH) e O157:H7 (vtl e
vt2 e eae). Todas as amostras foram cedidas pelo Prof. Dr. Domingos da Silva Leite
do Laboratério de Antigenos Bacterianos Il, do Departamento de Microbiologia e
Imunologia/IB — UNICAMP, Campinas, SP.

4.7.2 Obtencédo de DNA para PCR: O método utilizado para obtencgéo de
DNA foi descrito por Blanco et al. (1997). Este método consistiu no cultivo das
linhagens em caldo cérebro coracdo (BHI), a 37°C, “over night”. Em seguida as
estirpes foram semeadas em agar TSA (Tryptic Soy Agar), a 37°C, por 24 horas, para
crescimento confluente. Um raspado de cada uma das linhagens foi suspenso em
100ul de agua ultra-pura estéril. Estas suspensfes foram fervidas por 10 minutos e
centrifugadas a 9676,8g (12.000 rpm) por 3 minutos (centrifuga Sorvall® MC12). Apos
cetrifugacado, foram utilizados os sobrenadantes destes materiais para as reacdes de
PCR.

4.7.3 Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR): Para a PCR foram
utilizados “primers” especificos para cada um dos genes: fimH (adesina da fimbria do
tipo 1), papC (proteina de membrana externa da fimbria P), papGI/Gll/GlII (alelos da
adesina papG), sfaD/E (regido conservada sfa/foc de fimbria S), afaB/C (regido
conservada chaperona éancora de adesina afimbrial), hlyA (proteina estrutural
hemolitica), iucD (oxigenase responsavel pela biossintese da aerobactina), usp
(proteina especifica uropatogénica), vtl e vt2 (genes codificadores para verotoxinas
dos tipos 1 e 2) e eae (gene codificador para eae - E. coli attachment and effacing). O
guadro 1 apresenta a sequéncia de iniciadores, peso molecular e temperatura de

anelamento das reacdes de cada fator de viruléncia investigado.
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Quadro 1. Iniciadores utilizados para deteccdo de diferentes fatores de viruléncia em
linhagens de E. coli isoladas de infeccdo do trato urinario, piometra e fezes de céaes,
utilizando a reacdo em cadeia pela polimerase. Botucatu, 2006.

PRODUTO QUANTIDADE
SEQUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDEOS TA* INICIADORES .
GENE | 5 3 0) AMPLIFICADO | pop” REacio | REFERENCIA
(pb) j
(ng/pg)
CNF1: GAA CTT ATT AAG GAT AGT Blanco et al.,
cnfl | CNE2: CAT TAT TTA TAA CGC TG 63 533 90 1997
1: AAC AAG GAT AAG CAC TGT TCT GGC T Yamamoto et al.,
hlyA" | 5. ACC ATA TAA GCG GTC ATT CCC GTC A | 83 11 60 1995
apc | L GAC GGC TGT ACT GCA GGG TGT GGC G | oo 228 60 Daigle et al.;
pap 2: ATATCC TTT CTG CAG GGA TGC AAT A 1994
Eg‘;ge 1: CAA CCT GCT CTC AAT CTT TAC TG 63 692 60 Karkkainem et
| 2: CAT GGC TGG TTG TTC CTA AAC AT al., 1998
Eg‘;ge 1: GGA ATG TGG TGA TTA CTC AAA GG 63 c62 60 Karkkainem et
; 2: TCC AGA GAC TGT TCA AGA AGG AC al., 1998
Zggse PG1: CAT GGC TGG TTG TTC CTA AAC AT 63 1 60 Karkkainem et
o PG2: TCC AGA GAC TGT GCA GAA GGA C al., 1998
fimH A: TGC AGA ACG GAT AAG CCG TGG 63 508 60 Johnson & Stell,
B: GCA GTC ACC TGC CCT CCG GTA 2000
1: GCT GGG CAG CAA ACT GAT AAC TCT C Yamamoto et al.,
afaB/C | 5 AT CAA GCT GTT TGT TCG TCC GCC G | /8 750 60 1995
1: CGG AGG AGT AAT TAC AAACCT GGC A Daigle et al.,
sfab/E | 5. cTc cGG AGA ACT GGG TGC ATC TTAC | 83 410 90 1994
iuch A: TACCGG ATTGTC ATATGCAGACCGT 63 602 60 Yamamoto et al.,
B: AAT ATC TTC CTC CAG TCC GGA GAA G 1995
us A: ATG CTA CTG TTT CCG GGTAGT GTG T | 1000 60 Nakano et al.,
P B: CAT CAT GTA GTC GGG GCG TAA CAA T : 2001
A: AAG TTG CAG CTC TCT TTG AAT A Geniyi et al.,
vil B: TGC AAA CAA ATT ATC CCC TGA G 53 364 %0 1994
A: GGG CAG TTATTT TGC TGT GGA Geniyi et al.,
vi2 B: GTA TCT GCC TGA AGC GTA A 53 515 90 1994
cae A: GAC CCG GCA CAA GCATAA GG 63 384 30 1(51982( Kaper,
B: CCA CCT GCA GCA ACA AGA GC

*TA: Temperatura de anelamento

A tabela 1 apresenta os reagentes utilizados na PCR no diagnéstico de

fatores de viruléncia em E. coli isoladas de ITU, piometra e fezes de caes.
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Tabela 1. Reagentes para as rea¢des de PCR na deteccado de fatores de viruléncia de
E. coli isoladas de cdo. Botucatu, 2006.

REAGENTES VOLUME (pl) CONCENTRACAO FINAL
Agua ultra-pura estéril (qsp) 0 T
10X “PCR Buffer” (Fermentas) 3 1X

10mM “dNTP mixture”

(Fermentas) 0.6 0,2mM cada
“primer” 1 o
“primer” 2 X

50mM MgCl, (Fermentas) 1,2 2,0mM

DNA extraido 7

“Tag-DNA Polimerase” 1 10U

(Fermentas)

TOTAL 1o T —

*Os inciadores foram preparados em uma concentragdo de 30ng/pl. De acordo com a necessidade de iniciadores para as

reacOes de PCR utilizou-se 1, 2 ou 3 vezes da concentragao inicial.

As PCRs das solugdes foram realizadas em termocicladores (GeneAmp®,
PCR System 9700 PE Applied Biosystems) programados para pré-aquecimento a
94°C/10 minutos e 30 ciclos de: 94°C/1 minuto, temperatura de anelamento de acordo
com o gene pesquisado, temperatura de extensao 72°C/2 minutos, seguida por 72°C/

7 minutos.
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4.7.4 Eletroforese em gel de agarose: Apos realizadas as amplificacdes
dos DNAs bacterianos, as solucdes foi adicionado 5ul de tampéo de amostra (0,25%
de azul de bromofenol; 0,25% de xilenocianol e 25% de ficoll). O gel de agarose
(Amersham Pharmacia Biotech/Suécia) foi preparado em concentracdo 2,0% em TAE
(tampéo Tris 2M, &cido acético 0,04M, EDTA 0,01M pH 8,0). Em cada poco do gel

foram dispostos 10ul da mistura.

As “corridas” foram realizadas em cubas de eletroforese Horizon® 11-14 ou
58, Life Technologies™, Gibco BRL Horizontal Gel Electrophoresis Apparatus, com

100mV por 40 minutos e amperagem variavel.

As bandas foram identificadas apés incubagcdo em solucdo de brometo de
etidio (1,5ug/ml), por 15 minutos, e visualizadas em transiluminador de luz UV. Os
géis foram fotografados e as imagens capturadas pelo sistema Image Master® VDS

(Pharmacia Biotech) e programa LISCAP-Capture Application, respectivamente.

4.8 Analise estatistica

4.8.1 Calculo amostral: O calculo amostral foi fundamentado em
levantamento da casuistica de ITU e piometra por E. coli, diagnosticada pelo Servico
de Diagndstico Microbiolégico de Doencas Infecciosas dos Animais da FMVZ —
UNESP/Botucatu, SP, entre 1999 e 2004. O estudo acusou 435 animais com ITU e 87
com piometra, nos quais E. coli foi isolada em 20% do total de animais. Considerando-
se um erro de 5% e limite de confianca de 99%, foi estimada a amostragem minima
estatistica, determinando o estudo de 43 cdes com ITU e 31 com piometra. Como
caes controle — amostras de material fecal — foi aconselhado o uso equivalente da
amostragem minima de piometra, de 31 cédes infectados por E. coli. Para a analise dos
resultados foi utilizado o programa Epilnfo 6.0 (Centers for Disease Control, Atlanta),

conforme descrito por Kish (1965).

4.8.2 Testes estatisticos: Os grupos com infec¢cdo do trato urinario,

piometra e controle foram comparados entre si, quanto a freqiéncia de caracteres
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fenotipicos, bem como quanto a frequéncia de deteccdo de genes, utilizando o teste
de y?, contrastando as freqiiéncias entre grupos pelo célculo do intervalo de confianca
95%. A frequéncia de linhagens resistentes a um ou mais antimicrobianos foi
comparada entre 0s grupos pelo teste de Kruskall-Wallis. A associagdo entre
caracteres fenotipicos e a freqiéncia de genes especificos foi realizada pela analise
de regressao logistica. Todos os calculos foram realizados utilizando-se o programa
Epilnfo 6 (Centers for Disease Control, Atlanta), considerando um nivel de significancia
a=0,05 (Triola, 1999).
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5 RESULTADOS

Os dados de todos os animais utilizados no estudo, resultados dos exames
clinico-laboratoriais, deteccdo de hemolisinas, perfil de sensibilidade microbiana,

pesquisa de adesinas e fatores de viruléncia encontram-se sumariados no anexo B.

Nas tabelas 2, 3, e 4 e no quadro 3 sdo agrupados, respectivamente,
achados clinico-laboratoriais, hemolisina, perfil de sensibilidade das linhagens aos

antimicrobianos, adesinas e fatores de viruléncia.

Os achados dos exames clinico-laboratoriais dos cdes com infeccdo do trato
urinario revelaram 17 (51,5%) dos animais com anemia, 11 (33,4%) com
trombocitopenia e 11 (33,4%) com leucocitose, dos quais 3 (9,0%) apresentaram
leucocitose por neutrofilia e 7(21,2%) leucocitose por neutrofilia e monocitose.

Nas cadelas com piometra observou-se anemia em 18 (69,2%) dos animais,
trombocitopenia em 13 (50,0%) e leucocitose em 20 (76,9%), dos quais 5 (19,2%)
leucocitose por neutrofilia e 15 (57,7%) leucocitose por neutrofilia e monocitose.

Ao compararmos os achados laboratoriais de hemograma entre os animais
com ITU e piometra, ndo observamos diferenca estatistica (p>0,05). Ao contrario, o
leucograma dos animais com ITU e piometra revelam diferenca estatisticamente

significante (p<0,01) entre estes dois grupos (Tabela 2).
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Tabela 2. Achados hematoldgicos em caes com ITU e piometra por Escherichia coli.

Botucatu, 2006.

Grupo
Variaveis Freqgiiencia (%) Estatistica
ITU PIO
Heméacias
Abaixo 17 (51,5%) 18 (69,2%) _
Normal 16 (48,5%) 8 (30,7%) p=01337
Hematdocrito
Abaixo 16 (48,5%) 18 (69,2%) _
Normal 17 (51,5%) 8 (30,7%) P =0,0903
Plaguetas
Abaixo 11 (33,4%) 13 (50,0%)
Normal 17 (51,5%) 8 (30,7%) p =0,2533
Elevado 2 (6,0%) 0()
Leucdcitos***
Abaixo 6 (18,2%) 0()
Normal 16 (48,5%) 3 (11,5%) p = 0,0001
Elevado 11 (334%) 20 (76,9%)
Neutrofilos
Abaixo 2 (6,0%) 0()
Normal 16 (48,5%) 2 (7,7%) p = 0,0008
Elevado 15 (45,4%) 24 (92,3%)
Linfécitos
Abaixo 14 (42,4%) 3 (11,5%)
Normal 19 (57,6%) 21 (80,7%) p =0,0142
Elevado 0() 2 (7,7%)
Mondcitos***
Abaixo 2 (6,0%) 0(-)
Normal 22 (66,7%) 11 (42,3%) b = 0,0402
Elevado 9 (27,3%) 15 (57,5%)

*ITU: infeccdo do trato urinario

PIO: piometra

%: porcentagem

Valores de p menores que 0,05 indicam diferenga estatistica significante entre os grupos, considerando o=0,05

A presenca de hemdlise no meio de agar sangue bovino (5%) foi observada
em 26 (51,0%) das linhagens de E. coli isoladas de ITU, 20 (38,5%) de piometra e em

nenhuma estirpe isolada de fezes (Tabela 3).
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Tabela 3. Frequéncia de estirpes de Escherichia coli com presenca de hemdlise no
agar sangue bovino (5%), isoladas de casos de ITU, piometra e das fezes de cées
sem diarréia. Botucatu, 2006.

Ocorréncia de hemolise

Grupo Freqiencia (%) Total
Sim Nao

ITU 26 (51,0%) 25 (49,0%) 51

PIO 20 (38,5%) 32 (61,5%) 52

Fezes 0(-) 55 (100,0%) 55

Total 46 (29,1%) 112 (70,9%) 158

*ITU: infecgdo do trato urinario
PIO: piometra
%: porcentagem

Entre as linhagens isoladas de ITU e piometra ndo houve diferenca
estatistica (p>0,05) para a producdo de hemolisina no meio de AS. Entretanto, foi
observada diferenca estatistica (p<0,05) entre o grupo controle e os isolados de ITU e

piometra.

Os maiores indices de sensibilidade das linhagens de E. coli isoladas de
ITU foram observados para gentamicina (70,6%), ciprofloxacina e norfloxacina, ambas
com 62,7% das estirpes sensiveis. Para piometra observou-se maior sensibilidade
para norfloxacina (98,1%), ciprofloxacina e enrofloxacina, ambas com 90,4%. Para o
grupo controle (fezes) os maiores indices de efetividade foram observados com o uso
da ciprofloxacina (92,7%), norfloxacina (92,7%) e florfenicol (90,9%). O maior indice
de resisténcia das linhagens foi observado com o uso de sulfametoxazole com
trimetoprim em 64,7% das linhagens de ITU, 73,1% de piometra e 61,8% das fezes
(Tabela 4, Grafico 1).
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Tabela 4. Sensibilidade microbiana em estirpes de Escherichia coli isoladas de ITU,
piometra e das fezes de caes. Botucatu, 2006.

ITU piometra fezes
Antimicrobianos
ps r S ps r S ps r
n° linhagens (%) n° linhagens (%) n° linhagens (%)
16 6 29 32 15 49 6
Ampicilina (31,7) (11,7) (56,8) (61,5) 5(9.6) (28,8) (89,1) 00) (10,9)
. 24 8 34 39 8 49 3
Cefalexina 470y (157)  (66,7) @50 (54 OO 81 69 5
. 30 16 37 12 49 2
Ceftiofur 88 (@14 ©°©8 @,y @3y 6D @, 272 (3p
Croforacina o7y 369 1y com BN 268 g 108 gy
. 24 14 10 43 6 50
Florfenicol 4700 (27.4)  (196) ©7) @5 G0 ©0,9 >°GL 00
. 36 6 33 14 33 17 5
Gentamicina ;56 (q17) 9(17.6) ©34) (269 °©8 (60,00 (30,9)  (9.1)
Norfoxacina (o) 369 (51 ey 00 109 oo 108 gy
Sulfametoxazol/ 18 33 14 38 21 34
trimetoprim @3 90 (e 29 °0 @3 @2 90 61y

*ne: nimero
ITU: infecgdo do trato urinério
%: porcentagem
s: sensivel
ps: parcialmente sensivel
r: resistente
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Grafico 1. Perfil de sensibilidade microbiana em 158 estirpes de Escherichia coli
isoladas de ITU, piometra e das fezes de caes, segundo a porcentagem e 0s
diferentes grupos de estudo. Botucatu, 2006.
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A ocorréncia de linhagens de E. coli resistentes a pelo menos trés
antimicrobianos foi observada em 24 (47,1%) linhagens isoladas de ITU, 7 (13,5%) de
piometra e 4 (7,3%) de fezes (controle). Resisténcia a cinco ou mais drogas foi
constatada em 17 (33,3%) das estirpes isoladas de ITU, 1 (1,9%) de piometra e 3
(5,5%) de fezes (quadro 2).
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Quadro 2. Prevaléncia de multi-resisténcia in vitro a diferentes antimicrobianos em
estirpes de Escherichia coli, isoladas de casos de ITU, piometra e fezes de cées.
Botucatu, 2006.

multi-resisténcia a 3 ou mais* multi-resisténcia a 5 ou mais**
antimicrobianos antimicrobianos
Grupos - = - =
sim nao sim nao
ITU (n=51) 24 (47,1%) 27 (52,9%) 17 (33,3%) 34 (66,7%)
PIOMETRA (n=52) 07 (13,5%) 45 (86,5%) 01 (1,9%) 51 (98,1%)
FEZES (n= 55) 04 (7,3%) 51 (92,7%) 03 (5,5%) 52 (94,5%)

ITU: infecgdo do trato urinario

%: porcentagem

* Entre as E. coli isoladas de ITU, piometra e controle, houve diferenca entre os grupos, com
X?= 27,68(p<0,0001)

** Entre as E. coli isoladas de ITU, piometra e controle, houve diferenca entre os grupos, com
X?= 26,54(p<0,0001)

Houve diferenca estatisticamente significante (p<0,0001) entre 0s grupos

para multi-resisténcia a trés ou mais, ou a pelo menos cinco ou mais antimicrobianos.

O quadro 3 apresenta a frequéncia de deteccdo dos genes para adesinas,
toxinas e outros fatores de viruléncia em estirpes de Escherichia coli isoladas de ITU,

piometra e fezes em cées.

A presenca o gene fimH foi observado em mais de 90% da totalidade
linhagens de E. coli, nos trés grupos de estudo. A subunidade fimbrial papC foi
observada em 12 (23,5%) das linhagens isoladas de ITU, 19 (36,5%) de piometra e 10
(18,2%) das estirpes do grupo controle. A subunidade papGl nao foi observada em
nehuma linhagem, enquanto papGll foi constatada em 3 (5,8%) das linhagens
isoladas de piometra e ndo foi observada nos outros grupos. A subunidade papGlll foi
encontrada em 10 (19,6%) das estirpes de ITU, 15 (28,8%) de piometra e em 9
(16,4%) isoladas de fezes de caes sem sintomas entéricos. O gene sfa foi observado
em 22 (43,1%) linhagens isoladas de ITU, 24 (46,1%) de piometra e 19 (34,5%) de
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fezes. A adesina afimbrial (afa) foi encontrada em 1 (1,9%) estirpe de ITU e 1 (1,9%)

de piometra, ndo ocorrendo no grupo controle.

Dentre as toxinas investigadas, hemolisina (hlyA) foi observada em 17
(33,3%) das linhagens de ITU, 18 (34,6%) de piometra e em 7 (12,7%) das isoladas
das fezes. Nao houve diferenca estatistica (p<0,05) entre a expressao do gene hlyA e
a presenca de hemdlise em agar sangue, entre as estirpes isoladas de piometra e
ITU.

O gene para o fator necrosante citotoxico (cnf-1) foi detectado em 11
(21,6%) das estirpes de ITU, 21 (40,4%) de piometra e 9 (16,4%) de fezes.

Para os outros fatores de viruléncia estudados foi constatado aerobactina
(iucD) em 12 (23,5%) das linhagens isoladas de ITU, 9 (17,3%) de piometra e 1
(1,8%) do grupo controle. A proteina especifica uropatogénica (usp) foi detectada em
17 (33,3%) das estirpes de ITU e 36 (69,2%) de piometra, ndo sendo observado em

linhagens do grupo controle.

Para a deteccdo de E. coli enterohemorragicas (relacionadas ao sorotipo
0157:H7 foram pesquisados genes codificadores da intimina determinada por eae e
verotoxinas (vtl e vt2). Os trés grupos utilizados foram negativos para estes fatores

de viruléncia.
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Quadro 3. Frequéncia de deteccdo de genes de diferentes adesinas, toxinas e outros
fatores de viruléncia em estirpes de Escherichia coli isoladas de ITU, piometra e fezes

de céaes (controle). Botucatu, 2006.

Genes ITU piometra controle
cnf-1 11 (21,6%) 21 (40,4%) 9 (16,4%)
iucD 12 (23,5%) 9 (17,3%) 1(1,8%)
hlyA 17 (33,3%) 18 (34,6%) 7 (12,7%)
sfaS 22 (43,1%) 24 (46,1%) 19 (34,5%)
papC 12 (23,5%) 19 (36,5%) 10 (18,2%)
papGl| 0 (0,0%) 3 (5,8%) 0 (0,0%)
papGlli 10 (19,6%) 15 (28,8%) 9 (16,4%)
usp 17 (33,3%) 36 (69,2%) 0()
afa 1 (1,9%) 1 (1,9%) 0()
vtl 0 () 0 () 0 ()
vt2 0() 0() 0()
eae 0(-) 0(-) 0()
papGl 0() 0 () 0 ()

*ITU: infeccdo do trato urinario

%: porcentagem
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Tabela 5. Associacdes entre diferentes genes de fatores de viruléncia investigados em
linhagens de E. coli isoladas de ITU em caes. Botucatu, 2006.

cnf,
cnf, hly, hly,
cnf, cnf, hly, hly, iuc, iuc, iuc, iuc,
sa* cnf hly iuc usp usp hly iuc usp usp usp usp usp TOTAL
sa* 25 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 25
papC 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2
glll 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sfa 0 0 0 0 6 0 0 0 1 0 3 0 1 11
afa 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
papC, gll 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
papC, glll 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
papC,sfa 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 2
glll, sfa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 0 0 2
papC,
glll, sfa 0 0 0 0 0 0 6 0 1 0 0 0 0 7
papC, gll,
glll, sfa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 25 0 1 3 6 0 6 0 4 0 5 0 1 51

*sa: sem associacao

ITU: infecgdo do trato urinario

Tabela 6. Associacdes entre diferentes genes de fatores de viruléncia investigados em
linhagens de E. coli isoladas de piometra em cées. Botucatu, 2006.

cnf,
cnf, hly, hly,
cnf, cnf, hly, hly, iuc, iuc, iuc, iuc,
*sa cnf hly iuc usp usp hly iuc usp usp usp usp usp TOTAL
sa* 22 0 0O O 0 0 0 0 0 0 0 0 0 22
papC 0 0 0O O 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1
glll 0 0 0O O 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
sfa 0 0 0 O 3 2 0 0 0 1 4 0 0 10
afa 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
papC,
gll 0 0 0O O 0 0 0 1 0 0 0 1 0 2
papC,
glll 0 0 0O O 0 1 0 0 0 0 1 0 0 2
papC,
sfa 0 1 0 O 0 0 0 0 0 0 1 0 0 2
glll,sfa 0 0 0O O 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
papC,
glll,sfa 0 0 0 1 0 2 1 0 0 0 4 0 1 9
papC,
gll, glil,
sfa 0 0 0 O 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
TOTAL 22 1 0 2 4 5 3 1 0 2 10 1 1 52

*sa: sem associagao

ITU: infecgdo do trato urinario

Siqueira, A.K., 2006.



Tabela 7. Associacdes entre diferentes genes de fatores de viruléncia investigados em
linhagens de E. coli isoladas fezes de cdes sem sintomas entéricos. Botucatu, 2006.

cnf,
cnf, hly, hly,
cnf, cnf, hly, hly, iuc, iuc, iuc, iuc,
*sa_cnf hly iuc usp usp hly iuc usp usp usp usp usp TOTAL

sa* 45 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 45
papC 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1
glll 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
sfa 0 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0
afa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
papC, gll 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
papC,

glll 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
papC,

sfa

glll, sfa 0 1 0 0 0 0 2 0 0 0 0 0 0 3
papC,

glll, sfa 0 1 0 0 0 0 4 0 0 0 0 0 0 5
papC,

gll, glil,

sfa 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
TOTAL 45 2 0 1 0 0 7 0 0 0 0 0 0 55

*sa: sem associagao

Das 158 linhagens de E. coli estudadas, em 105 (66,4%) foi detectado pelo
menos um gene investigado e, em 66 (41,7%) pelo menos dois genes. Em 53 (33,5%)
das linhagens néo foi constatado nenhum fator de viruléncia dentre os investigados no
estudo (Tabelas 5, 6 e 7; Anexo B).

Dentre todos os genes estudados, foi significativa (p<0,05) a associacao
entre cnf-1, iucD, hlyA, papGll e usp nas 158 linhagens de E. coli (Tabelas 6, 7 e 8).
Entre as linhagens de ITU e piometra, a maior diferenca foi observada quanto a
deteccdo do gene usp (p=0,002) presente em 33,3% das estirpes de ITU e 69,2% de

piometra.

A deteccdo de cnf-1, hly, sfa, papGll e usp foi estatisticamente significante
(p<0,05) nas linhagens isoladas de ITU ou piometra, comparativamente aos isolados

das fezes.
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A deteccdo de iucD e hlyA foi estatisticamente significativa (p<0,05) nas

linhagens com hemdlise no meio de agar sangue.

Ocorreu associacao significante (p<0,05) para a presenca e iucD, usp e a
multi-resisténcia a trés ou mais antimirobianos. A multi-resisténcia a cinco ou mais
antimicrobianos também mostrou associacdo significante (p<0,05) com a presenca

dos genes iucD e usp.
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6 DISCUSSAO

As infecgBes bacterianas do trato urinario e genital dos cées estéo entre as
afeccbes mais comumente diagnosticadas na clinica de pequenos animais. Estas
infeccbes podem se apresentar de forma assintomatica ou até sob a forma de sinais
sistémicos severos (Greene, 2006). Diversos autores afirmam que E. coli é o principal

microrganismo envolvido na génese destas enfermidades.

Dentre os 6rgdos do sistema urogenital, a vagina, o prepucio e a uretra
distal contém microrganismos residentes que desempenham papel fundamental na
defesa do hospedeiro, mantendo o equilibrio da microbiota local. Entretanto, em
determinadas situagbes também podem causar infecgBes. Bactérias ndo séo
normalmente encontradas em trato urinario superior, bexiga, uretra proximal ou
prostata. O Gtero também € geralmente livre de microrganismos, exceto durante as

fases do proestro e estro (Greene, 2006).

O desenvolvimento das infecgdes urogenitais geralmente indica
desequilibrio entre a microbiota residente e o hospedeiro. Para que a infeccao
efetivamente ocorra, as bactérias colonizam a mucosa se aderindo ao epitélio. As
propriedades de viruléncia de E. coli sdo fundamentais para a viabilidade do agente
no ambiente extra-entérico e para a severidade dos processos urogenitais (Greene,
2006).

O estreito contato entre 0 homem e animais domésticos gera condi¢des
favoraveis para a transmissdo de bactérias por contato direto, ou através de
contaminagao ambiental. As criangas tém maior risco de se infectarem do que os
adultos por estabelecerem relacdes mais intimas com os cdes e gatos, por habitos
precarios de higiene e também pela maior exposicdo ao ambiente contaminado
(Guardabassi et al., 2004).

O reconhecimento dos fatores de viruléncia de E. coli relacionados a
patogenicidade de infeccdes em caes contribui no entendimento da epidemiologia do

agente, na adocdo de medidas de controle, assim como dos reflexos em saude
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publica em face do estreito contato do homem com animais de companhia. Neste
contexto foi proposto o presente estudo procurando avaliar, comparativamente, 0s
principais fatores de viruléncia de linhagens de E. coli isoladas de ITU, piometra e
fezes de cées.

Ao investigarem os achados hematolégicos de cdes com ITU atendidos em
hospitais e clinicas nos EUA, Barsanti & Finco (1979) observaram que 0s animais com
infeccbes na bexiga ou uretra apresentavam valores hematologicos usualmente
normais. No mesmo estudo foi constatado que caes com infec¢des cronicas renais ou
prostaticas também apresentavam hemogramas normais. Entretanto, ao investigarem
cdes com pielonefrite, prostatite bacteriana aguda ou com abcessos prostéticos,
frequentemente se depararam com leucocitose por neutrofilia. Cetin et al. (2003) na
Turquia, assinalaram a leucocitose entre 17.000 e 22.000céls/pl como o achado

hematoldgico mais frequiente em 100 caes com sinais de ITU.

No presente estudo, 11 (33,4%) animais com ITU apresentavam
leucocitose por neutrofilia, variando entre 17.000 e 30.000céls/ul. Em consonancia
com esses resultados, Nelson & Couto (2003), também assinalaram a leucocitose por
neutrofilia como achado clinico-laboratorial mais significativo em caes com ITU. Tais
resultados provavelmente encontram justificativa no grande afluxo de células
inflamatorias, principalmente neutréfilos, relacionados as infec¢des bacterianas em
orgdos internos, caracterizadas, hematologicamente, por leucocitose por neutrofilia
(Stockham & Scott, 2002; Fransson, 2003).

Na literatura consultada sdo escassas as citacdes a respeito de anemia e
trombocitopenia em animais com infecgdo do trato urinario. Dentre os 51 animais com
ITU estudados, 51,5% apresentaram-se anémicos e 33,4% com trombocitopenia. A
presenca de trombocitopenia nos caes com ITU poderia ser justificada pela reducéo
no numero destas células em infeccOes bacterianas graves. Nesses casos, a reducao
do numero de plaguetas decorre de mecanismos multi-fatoriais, incluindo supressao
da medula dssea por mediadores quimicos da inflamacdo, alteragbes na
megacariocitopoiese ou trombopoiese e/ou infeccdo direta de megacariécitos ou

precursores hematopoiéticos (Stockham & Scott, 2002).
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A anemia nos animais com ITU se reflete na presenca de doenca cronica,
sendo reconhecida como anemia da inflamacéo. Esta € justificada pela liberacdo de
mediadores quimicos da inflamagé&o, alteragdes na mobilizagdo e utilizacdo de ferro,
além de modificacdo na producdo e na estrutura da membrana de eritrécitos, que
induzem a reducdo da vida média na circulacdo e/ou na producdo de heméacias na
medula éssea (Feldman et al., 2000; Stockham & Scott, 2002; Fransson, 2003).

A semelhanca das ITU em cédes, Nelson & Feldman (1986) relataram
aumento nas contagens de leucdcitos em cadelas e gatas com piometra, com valores
acima de 30.000céls/pl, decorrentes fundamentalmente, de neutrofilia. No mesmo
estudo, também observaram anemia normocitica normocrébmica que retornou a
normalidade com o tratamento da piometra. Ao estudarem 112 cadelas com piometra,
Schepper et al. (1987) encontraram 69% dos animais com anemia e 42,8% com
leucocitose, mostrando valores entre 22.000 e 44.000céls/ul. Monocitose foi
observada com maior freqiiéncia nos animais que apresentaram anemia e leucocitose

como achados de hemograma.

Kaymaz et al. (1999) encontraram 73,3% de leucocitose e 26,6% de
anemia em 18 cadelas com piometra. Faldyna et al. (2001) em um grupo de 34
cadelas com piometra descreveram leucocitose por neutrofilia e monocitose em 62%
dos animais. Bigliardi et al. (2004) relataram neutrofilia (15.000 — 60.000céls/ul) em
75% de 45 cadelas. Os outros parametros hematoldgicos estavam dentro da

normalidade.

No presente estudo as 52 cadelas com piometra estudadas revelaram
anemia em 69,2% e leucocitose em 76,9%, dos quais 57,7% apresentaram neutrofilia
e monocitose. No Brasil, Prestes et al. (1991) investigando 25 casos de piometra em
cdes também ressaltaram a alta ocorréncia de leucocitose no hemograma dos
animais. Nelson & Couto (2003) afirmaram que a leucocitose por neutrofilia e

monocitose, além de anemia sdo os achados mais comuns da piometra em cadelas.

A semelhanca das ITUs em cdes, a ocorréncia de leucocitose por
neutrofilia nas fémeas encontra reflexo no elevado afluxo destas células em

processos inflamatorios em o6rgaos e tecidos (Stockham & Scott, 2002; Fransson,
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2003). A presenca de monocitose em grande parte dos animais provavelmente
decorre do aumento destas células em processos infecciosos de evolucdo crénica
(Feldman et al., 2000; Stockham & Scott, 2002).

A trombocitopenia foi encontrada em metade dos animais com piometra
(50,0%). Apesar deste resultado, este achado ndo tem sido citado por outros autores.
A semelhanca da leucocitose por neutrofilia, a trombocitopenia pode ocorrer em
processos infecciosos graves decorrentes da liberagcdo de mediadores quimicos da
inflamacédo, alteracbes na trombocitopoiese e megacariocitopoiese e/ou infeccao

direta de megacariocitos ou precursores hematopoiéticos (Stockham & Scott, 2002).

O conjunto destes resultados hematolégicos no presente estudo sugerem
que a presenca de leucocitose por neutrofilia, aliada a trombocitopenia, poderiam ser
indicativos de casos graves de piometra em cadelas por E. coli. Tais achados
poderiam ser utilizados no estabelecimento do progndstico dos animais e na decisao

de resolucéo cirurgica e/ou terapéutica dos casos.

A terapia dos casos de ITU e piometra em cdes é fundamentada na
utiizagdo de antimicrobianos. Entretanto, nos casos mais graves ou cronicos de
piometra indica-se a resolucao cirdrgica do processo, preconizando a OSH. Tanto na
ITU como na piometra a terapia deveria ser instituida com base no teste de
sensibilidade microbiana. Pressupfe-se que as drogas de escolha para a terapia
devem apresentar amplo espectro, custo acessivel, indicagdo por via intra-venosa
(casos de septiemia) e bons indices terapéuticos no trato genito-urinario (Tavares,
2003).

A despeito destas caracteristicas do antimicrobiano ideal, por questfes
econdmicas, desconhecimento técnico ou mesmo dificuldade de acesso a
laboratorios, a escolha dos antimicrobianos recai na experiéncia profissional ou no
apelo comercial de determinados produtos. Cresce também, de forma preocupante, a
indicacao destes farmacos por préaticos que atuam em estabelecimentos comerciais
do ramo de animais de companhia. Neste sentido, o uso indevido e indiscriminado dos
antimicrobianos (sub-doses, superdoses, descontinuidade da terapia e “promotores de

crescimento”) podem aumentar a pressao seletiva para linhagens multi-resistentes.
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Como consequéncia, o consumo de alimentos contaminados ou mesmo o0 contato
estreito com animais de companhia pode aumentar o risco de infeccdo do homem por

bactérias multi-resistentes.

A resisténcia aos antimicrobianos tem sido reconhecida como problema
emergente tanto na medicina humana como na veterinaria. Existem quatro
mecanismos principais de resisténcia, regulados por genes especificos: inativacao ou
modificacdo enziméatica dos antimicrobianos, impermeabilidade da parede ou
membrana bacteriana, expulsdo ativa da droga por bomba de efluxo e alteracdo dos
receptores alvo. As bactérias adquirem genes de resisténcia aos antimicrobianos por
plasmideos, transposons e integrons, que resultam em mutacdes nos genes
responsaveis pelos sitios de ligagdo com as drogas ou na ativacdo de porgbes do
cromossomo bacteriano. Uma vez adquiridos estes genes de resisténcia podem ser
transferidos entre bactérias. Neste sentido, a habilidade de E. coli na transferéncia de
resisténcia as drogas é motivo de preocupacdo continuada na area médica (George,
1996; Mateu & Martin, 2001; Poletto & Reis, 2005; Sayah et al., 2005).

Dentre os antimicrobianos utilizados no presente estudo, as fluorquinolonas
(ciprofloxacina, norfloxacina e enrofloxacina) e gentamicina foram os antimicrobianos
mais efetivos nas linhagens de E. coli (Tabela 4). Yates (1996) estudando 30 cadelas
com piometra também evidenciaram alta sensibilidade de E. coli a enrofloxacina e
gentamicina. Villarroel et al. (2002), na Venezuela, investigando o perfil de
sensibilidade de 538 estirpes de E. coli isoladas de cédes com ITU observaram boa
sensibilidade dos agentes para gentamicina, ampicilina e fluorquinolonas. Esses
resultados s&o equivalentes ao presente estudo, com excecdo da ampicilina que
apresentou 28% ou mais de resisténcia nas estirpes isoladas de ITU e piometra.

Nos animais € notoria a preocupacdo nos ultimos anos com estudos
envolvendo o perfil de sensibilidade de agentes aos antimicrobianos, assim como a
emergéncia de linhagens multi-resistentes. Sanchez et al. (2002) estudando 21
linhagens de E. coli isoladas de urina de cdes observaram resisténcia para

sulfonamidas, tetraciclinas, cefalosporinas e gentamicina. Contrariamente, no
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presente estudo, a gentamicina foi uma droga eficaz para ITU, com mais de 70% de

sensibilidade das linhagens.

Sayah et al. (2005) observaram as fluorquinolonas como o grupo de drogas
mais eficazes no tratamento de infecgdes por E. coli. Estes dados sdo concordantes
com o presente estudo uma vez que ciprofloxacina e norfloxacina aparecem como as
drogas mais eficientes frente as estirpes de E. coli nos trés grupos de estudo. A maior
sensibilidade as fluorquinolonas pode ser explicada pelo fato de serem drogas
relativamente novas (20 anos) para a medicina veterinaria, o que se traduz por pouco
tempo de exposicdo dos animais se comparado com outras drogas do mercado. No
entanto, diversos autores tém relatado aumento crescente de resisténcia de E. coli
frente as fluorquinolonas em outros paises (Sarkozy, 2001; Webber & Piddock, 2001;
Trott et al., 2004), fato que discorda dos achados do presente estudo, no qual as

fluorquinolonas foram as drogas mais eficazes nos trés grupos.

No Brasil, Von Sydow (2005) avaliando linhagens de E. coli isoladas de
fezes de caes errantes observou 100% de sensibilidade para norfloxacina, 87,18%
para enrofloxacina e 73,58% para gentamicina, resultados que assemelham-se com o
perfil de sensibilidade do presente estudo. No entanto, os autores observaram alta
sensibilidade das estirpes frente a sulfametoxazole (75,6%), resultado que distoa do

presente estudo, no qual o farmaco mostrou baixa efetividade.

Adicionalmente, a presenga de linhagens de E. coli multi-resistentes aos
antimicrobianos em animais de companhia, ressalta para os reflexos em saude
publica, em virtude do risco de transmissdo dessas bactérias dos animais para o
homem, em face do estreito contato com esta espécie animal. Neste contexto,
Maynard et al. (2004) referiram o isolamento de linhagens de E. coli multi-resistentes
de suinos e de seus proprietarios (incluindo familiares), apdés a introducdo da
estreptomicina como “promotor de crescimento” na suinocultura. O conjunto destes
dados sugere que os animais de produgédo e de companhia podem atuar como fontes
de infeccao de E. coli multi-resistentes para o homem, fato reforgado pela semelhanga
filogenética, patotipica e genotipica entre EXPEC isoladas de homens e animais
(Maynard et al., 2004; Guardabassi et al., 2004).
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Estudo investigando o perfil de sensibilidade microbiana de E. coli isoladas
de fossas domésticas, animais domésticos e selvagens, ambiente e 4gua de rio em
Michigan, USA, encontrou maiores taxas de resisténcia das linhagens com o uso de
cefalosporinas (20,5%), tetraciclinas (28,1%) e sulfonamidas (13,9%). No mesmo
estudo, os autores alertaram para a multi-resisténcia a trés ou mais antimicrobianos
em 4,3% das estirpes (Sayah et al., 2005). Estes resultados concordam com 0s
encontrados nas 158 estirpes de E. coli, nos quais as sulfonamidas e derivados f-
lactamicos também apresentaram as maiores taxas de resisténcia, com 7,3% dos
isolados resistentes a trés ou mais antimicrobianos e 5,5% das estirpes a cinco ou

mais drogas.

Esses resultados assinalam de forma preocupante a ocorréncia de multi-
resisténcia de linhagens de E. coli isoladas de ITU e piometra em cées. Salienta-se
assim, a importancia da realizagdo dos testes de sensibilidade microbiana
previamente a instiuicdo da terapia, com vistas a atingir melhor efetividade e

minimizar os riscos com a presenca de estirpes multi-resistentes.

Os estudos de transmissdo cruzada de E. coli patogénicas, multi-
resistentes, entre o homem e 0s animais também tém sido motivo de preocupacdo

entre os pesquisadores.

Maynard et al. (2004) investigando EXPEC isoladas de diferentes espécies
animais e do homem, descreveram 60% de resisténcia as sulfonamidas e acima de
50% para tetraciclinas e ampicilina. A multi-resisténcia a trés ou mais drogas foi
observada em mais de 50% dos isolados, mostrando a similaridade de resisténcia
entre estirpes isoladas de homens e animais. Saenz et al. (2004) avaliando 515 E. coli
isoladas de produtos de origem animal e de fezes de animais saudaveis e de homens,
encontraram 17 estirpes multi-resistentes (até sete antimicrobianos), especialmente
com o uso da ampicilina e sulfametoxazole. Estes dados s&o similares aos obtidos no
presente estudo no qual 24 (47,1%) das estirpes de ITU e 07 (13,5%) de piometra
foram resistentes a pelo menos trés drogas, e 17 (33,3%) linhagens de ITU e 1 (1,9%)

de piometra resistentes a cinco ou mais drogas.
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Matute et al. (2004) estudando 35 E. coli isoladas de ITU de pacientes na
Nicaragua observaram 74% de resisténcia a amoxicilina e 63% para sulfatrimetoprim.
Gentamicina foi efetiva em 88% das linhagens e ciprofloxacina em 70% dos isolados.
Estes dados sao similares aos obtidos nos céaes do presente estudo, reforcando a

similaridade entre as estirpes de E. coli isoladas do homem e animais.

Os estudos de vigilancia sdo métodos de grande utilidade para se
determinar as tendéncias da sensibilidade antimicrobiana das bactérias. Porém, estes
estudos possuem validade temporal devido a capacidade das bactérias em
desenvolverem mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos. Esta realidade
pressupfe a necessidade de estudos continuados de sensibilidade bacteriana,
especialmente para E. coli, em virtude dos diferentes mecanismos de resisténcia do
agente e da possibilidade de transmissdo destes fatores de viruléncia entre a espécie

e, até mesmo, para outros géneros (Villarroel et al., 2002).

A patogenicidade de estirpes de E. coli causadoras de piometra é
semelhante as estirpes isoladas de infec¢bes do trato urinario, no que tange aos

fatores de viruléncia (Greene, 2006).

O desenvolvimento de infeccbes em sitios extra-intestinais por E. coli
depende de mecanismos de aderéncia, invasao, replicacdo nas células do hospedeiro
e producdo de diferentes toxinas. Tais mecanismos sdo denominados fatores de
viruléncia (Sousa, 2006). Dentre os principais fatores de viruléncia podem ser
mencionados os sistemas de aderéncia (fimH, papC e G, sfaS e afa), de captacao de
ferro (iucD), toxinas (hlyA e cnf-1), além de proteinas que auxiliam na infectividade
das UPEC (usp).

A similaridade entre a ocorréncia de genes fimH, papC, sfaS, afa, hlyA e
cnf-1 isoladas de ITU e piometra em cées e a prevaléncia dos mesmos genes em
isolados de ITU no homem, sugerem que 0os mecanismos de viruléncia das bactérias
causadoras de infecc¢des uterinas sdo similares aos requeridos para ITUs no homem e

nos cées (Chen et al., 2003).
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Nas infeccOes extra-intestinais o fendbmeno da aderéncia de E. coli as
células epiteliais é fundamental na patogenicidade do agente. A aderéncia é mediada
por proteinas denominadas adesinas que podem ou ndo estar associadas com

fimbrias (Garcia & Le Bouguénec, 1992).

Em estudos com caes, gatos, aves e o0 homem, o gene codificador para a
adesina fimH foi encontrado em mais de 80% das estirpes isoladas. Este achado é
similar ao encontrado nos trés grupos de E. coli estudados (ITU, piometra e fezes de
animais saudaveis), ratificando a importancia desta adesina na viruléncia de afeccbes
extra-intestinais nos animais e no homem (Yamamoto et al., 1995; Andreu et al., 1997,
Yuri et al., 1998; Chen et al., 2003; Johnson et al., 2003; Tiba, 2004; Rodriguez-Siek
et al., 2005; Freitag et al., 2005; Santo et al., 2006).

De maneira similar, fimH também foi dectado em mais de 90% dos isolados
dos trés grupos. No entanto, a importancia desta adesina na patogenicidade das
UPECs torna-se questionavel visto que é observada em mais de 90% dos isolados de
fezes. Diversos autores também referem esta fimbria no epitélio bucal e em vasos
sanglineos (Johnson, 1991). Assim, permenace n&o totalmente esclarecida a
participacdo de fimbria do tipo 1 na viruléncia de UPEC nos caes, a despeito da sua
relevancia como mecanismo de aderéncia (Mulvey et al., 2002; Oelschlaeger et al.,
2002).

Pili associado com pielonefrite (pap) ou fimbria P é formado por duas

subunidades mais comumente investigadas, denominadas papC e papG (Tiba, 2004).

Estudo conduzido na investigacdo de papC em mulheres com ITU revelou
a presenca da fimbria em 23% de E. coli isoladas (Andreu et al., 1997). No Brasil,
Coogan et al. (2004) encontraram papC em 39,1% das estirpes de E. coli isoladas de
cadelas com piometra, enquanto Von Sydow (2005) detectou o gene papC em 19,4%
de estirpes de E. coli isoladas das fezes de cées. Estes dados assemelham-se aos
obtidos nas 158 linhagens estudadas, nas quais foi detectado gene papC em 23,5%
das linhagens isoladas de ITU, 36,5% de piometra e 18,2% das fezes. Contudo,
outros estudos encontraram maior prevaléncia de papC em isolados de caes com ITU
(Yuri et al., 1998; Féria et al., 2001b; Johnson et al. 2003). A similaridade dos estudos
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com fimbria P em linhagens isoladas de afeccdes genito-urindrias no homem e
animais reforcam o postulado que as bactérias causadoras de ITU e piometra
descendem de um mesmo clone bacteriano, assim como a preocupagao com 0 Cao

como reservatorio de estirpes patogénicas para o0 homem.

No homem, outros autores encontraram o gene codificador para papC de
E. coli em maiores indices, comparativamente ao presente estudo, principalmente em
casos de ITU e nas fezes (Le Bouguénec et al., 1992; Yamamoto et al., 1995; Blanco
et al., 1995; Tiba, 2004; Rodriguez et al., 2004; Santo et al., 2006). Estes resultados
apontam para maior participacdo de papC na patogenicidade das estirpes de E. coli

das infecc¢des urinarias no homem.

A adesina papG localiza-se na fimbria P. E composta por trés variantes, das
quais Gl tem sido detectada predominantemente nas fezes, Gll na pielonefrite e Gl
em casos de cistite (Johnson, 1991; Johnson et al., 2002; Mulvey et al., 2002; Tiba,
2004)

A fracdo papGl foi observada em baixa frequéncia por diversos autores em
linhagens isoladas de ITU em caes, gatos e no homem (Féria et al., 2001a; Johnson
et al.,, 2001; Tiba, 2004), variando entre 0 e 6% de ocorréncia. No tocante aos
isolados de piometra canina, Chen et al. (2003) ndo observaram a expressao deste
alelo. Em estudos investigando a expressao de papGl em isolados das fezes de caes
e aves, foi constatada baixa freqiéncia deste gene (Rodriguez-Siek et al., 2004). Nas
158 linhagens estudadas papGl, néo foi detectada em nenhuma das linhagens dos
animais. Estes resultados sugerem a baixa participacdo deste alelo de pap nas

linhagens UPEC e em fezes na espécie canina.

A variante papGll é o alelo associado com pielonefrite, uma das mais
graves complicac@es clinicas de ITU. A expresséo deste alelo foi observada em 13%
de isolados de E. coli na ITU felina (Freitag et al., 2005), em 22% de ITU canina (Féria
et al., 2001a) e em mais de 17% de ITU humana (Tiba, 2004; Rodriguez-Siek et al.,
2005). No presente estudo ndo foi encontrada a sequéncia génica de GIl em

linhagens de ITU. Como nao foi realizada a diferenciacdo entre as manifestagoes
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clinicas de ITU, ndo é possivel afirmar que os animais estudados ndo apresentaram
pielonefrite pelo fato dos isolados ndo possuirem papGll. Entretanto, diferentemente
de Chen et al. (2003) que n&o observaram o alelo Gll em isolados de piometra canina,
0 presente estudo revelou 5,8% dos isolados de piometra com este gene. Cabe
salientar que a sindrome piometra em caes manifesta-se clinicamente de forma
severa, principalmente com a tendéncia a cronicidade do processo. A pielonefrite
reconhecida como uma das graves complicacées da piometra, o que justificaria, em

parte, a presenca de Gll em determinadas estirpes isoladas.

Nos isolados de E. coli das fezes dos cées estudados néo foi observado a
presenca de Gll. Este resultado também foi assinalado em estudos similares em caes
em outros paises (Johnson et al., 2003; Chen et al. 2003). Em fezes de aves,
Rodriguez et al. (2005) encontraram este alelo em 39,1% das linhagens de E. coli.
Estes dados reforcam a baixa expressédo de Gll em isolados de fezes de caes,
comparativamente a ocorréncia do gene na pielonefrite em cédes ou em isolados de

fezes de aves.

O alelo papGlll, predominantemente relacionado a cistite no homem e
animais, foi encontrado no presente estudo em 19,6% dos isolados de ITU. Tiba
(2004) e Rodriguez-Siek et al. (2005) observaram resultados similares ao encontrarem
Glll, respectivamente, em 14,2% e 255% de isolados de E. coli em homens
acometidos de ITU. Outros estudos referem variacdes entre 33 a 100% de expressao
de GllIl em isolados de felinos, cdes e homem (Féria et al., 2001a; Féria et al., 2001b;
Freitag et al., 2005). Para os animais estudados com piometra, foram encontrados
28,8% das estirpes que possuiam GlIl. A baixa ocorréncia de Glll nas linhagens de E.
coli estudadas oriundas de ITU e piometra sugere a participacdo de outras fimbrias
nas infecgdes génito-urinarias em cdes. Adicionalmente, ndo ha evidéncias concretas
da presenca de receptores para papGlll no endométrio, o que minimizaria o efeito

desta fimbria na patogenicidade das E. coli no ambiente uterino (Chen et al., 2003).

No entanto, vale destacar que 16,4% das estirpes do grupo controle,

isolados das fezes, foram positivas para Glll, salientando a importancia da microbiota
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intestinal como reservatério de UPEC para os cédes e para o homem. Segundo
Johnson et al. (2001), a presenca de papGlll associada com cistites no homem e nos
cées € o principal argumento para considerar o cdo como reservatorio de EXPEC para
o homem, ressaltando, consequentemente, os reflexos desta espécie animal como

portadores de linhagens virulentas para o homem.

A fimbria s é composta por subunidades, sendo sfaS a subunidade
localizada na extremidade distal e responsavel pela interacdo da bactéria com o

epitélio renal e bexiga (Mulvey et al., 2002).

No homem, a expresséo desta subunidade sfaS tem sido evidenciada em
mais de 20% de isolados de E. coli em pacientes no Brasil (Tiba, 2004) e em outros
paises (Yamamoto et al., 1995; Yuri et al., 1998; Féria et al., 2001b; Johnson et al.,
2003; Rodriguez et al., 2005; Freitag et al., 2005). No presente estudo, foram
encontrados resultados similares visto que em 43,1% dos isolados de ITU foi
detectado o gene da subunidade sfaS. A semelhanca dos casos de ITU, nos animais
com piometra sfaS foi detectado em 46,1%, achado que estd em consonancia com
outros estudos no Brasil (Coogan et al., 2004) e em outros paises (Chen et al., 2003),
que também tém observado estreita relacdo entre a expressao génica da fracao sfaS

e a ocorréncia de piometra em céaes.

O gene codificador da fimbria s também tem sido observado em isolados
fecais no homem e animais. O presente estudo revelou que 34,5% das estirpes
isoladas do grupo controle possuiam sfaS. Estudos similares em fezes de cédes no
Brasil (Von Sydow, 2005) e em outros paises (Yuri et al., 1998; Chen et al., 2003)
revelaram sfaS em mais de 27% das estirpes de E. coli. Em fezes humanas, a
expressao de sfaS foi observada em 14% das linhagens do agente (Yamamoto et al.,
1995).

Diferentemente da fimbria P, na qual as fracdes GI, Gll e Gl foram
identificadas em baixas frequéncias ou mesmo nao foram detectadas nos trés grupos
de estudo, o gene da fracéo sfa da fimbria S apresentou elevada relacdo com animais

acometidos por ITU e piometra. Estes achados denotam a relevancia deste fator de
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viruléncia na patogenicidade de E. coli nestas formas clinicas de infeccbes extra-
intestinais, assim como reforcam a provavel origem entérica das linhagens de E. coli

encontradas em infec¢des génito-urinarias em caes.

A adesina afa (afimbrial) foi encontrada em menor freqiéncia no presente
estudo, cerca de 1,9% de isolados de ITU e piometra e em nenhuma estirpe isolada
das fezes. Ao contrario, em isolados de ITU no homem esta adesina tem sido
observada em porcentagens iguais ou superiores a 64% (Yamamoto et al., 1995;
Mulvey et al., 2002; Tiba, 2004). Estas adesinas possuem como receptor um antigeno
do grupo sangiineo Dr bem caracterizado no homem (Mulvey et al, 2002; Tiba, 2004).
A auséncia deste grupo sangiiineo em cédes provavelmente justifique a baixa relacéo
desta adesina com a ocorréncia de infeccbes génito-urinarias por E. coli em caes, ou

mesmo em outras espécies domeésticas.

Além da fimbria P, fimbria S e adesina afimbrial referidas como fatores de
viruléncia de UPEC, o presente estudo investigou o gene codificador da intimina eae.
Esta adesina € codificada por linhagens de E. coli diarreiogénicas e também pelo
sorotipo 0O157:H7, relatado como doenca emergente no homem, em face da
ocorréncia de colite hemorragica, trombocitopenia e SUH, geralmente fatal em
criancas (Ribeiro, 2001; Rangel et al., 2002). Os bovinos sdo reconhecidos como a
principal fonte de infeccdo do sorotipo O157:H7. No entanto, com o aumento da
criagdo de cdes e o estreitamento de contato com o homem, esta espécie animal
poderia representar um elo na cadeia epidemiolégica da doenca. Contudo, 0 gene eae
nao foi detectado em nenhuma estirpe do presente estudo. Porém, Dantas (2002)
observou mais de 5% de E. coli isoladas de criancas e caes no Brasil, com ou sem
diarréia, carreando este gene. Entretanto, no mesmo estudo nado foi observada
associacdo com verotoxinas, o0 que indicaria a presenca de outras DAEC nao
pertencentes ao sorotipo O157:H7. Apesar da auséncia do gene eae nos 158
isolados de E. coli de caes, faz-se imprescindivel a vigilancia continuada do sorotipo
0157:H7 em diversas espécies domésticas no intuito de esclarecer a epidemiologia

da doenca no Brasil.
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As linhagens de E. coli que promovem infeccdes extra-entéricas
necessitam de mecanismos adicionais de viruléncia para manter-se viaveis, incluindo

a lise de células inflamatérias e a captacdo exdgena do ion ferro.

A hemolisina € uma citolisina capaz de lisar eritrdcitos, leucdcitos, células
endoteliais e renais, favorecendo a infeccao do agente (Johnson et al., 1991; Reingold
et al., 1999; Emody et al., 2003; Tiba, 2004; Trabulsi, 2005). Ao lisar eritrocitos capta o
ferro exdégeno, elemento necessario ao metabolismo bacteriano (Quinn & Carter,
1994). No presente estudo, o gene codificador para hemolisina (hlyA) foi encontrado
em ITU e piometra em cerca de 33% dos isolados (Quadro 3). Estes dados sao
similares aos relatados por Garcia & Le Bougénec (1996), Tiba (2004) e Rodriguez et
al. (2005) que encontraram 30%, 25,3% e 31%, respectivamente, em isolados de ITU
em homens. Em cées e gatos diferentes estudos tém apontado a expressao do gene
hlyA em niveis iguais ou superiores a 41% (Yamamoto et al., 1995; Yuri et al., 1998;
Féria et al., 2001b; Johnson et al., 2003; Freitag et al., 2005), valores semelhantes

aos detectados nas 158 linhagens de E. coli estudadas.

A semelhanca dos animais com ITU, 34,6% das linhagens isoladas de
piometra possuiam hlyA. Este resultado concorda com os achados de Chen et al.
(2003), que encontraram 52% de estirpes de E. coli isoladas de piometra, contendo o

gene hlyA.

As linhagens isoladas das fezes foram o grupo de estudo que apresentou a
menor expressdo do gene hly, detectado em 12,7% dos isolados. Garcia & Lé
Bouguénec (1996) obtiveram resultados equivalentes avaliando a presenca de hly em
E. coli isoladas das fezes de pacientes humanos. Também em pacientes humanos,
Orskov et al. (1988) e Yamamoto et al. (1995) identificaram o gene hly em,
respectivamente, 19,6% e 18% dos isolados. Em estudos com cédes em outros paises,
Yuri et al. (1998) e Chen et al. (2003) encontraram a expressdo do gene hly em
valores superiores ao obtido no presente estudo, respectivamente, em 31% e 25%

dos isolados.
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Foi estatisticamente significante (p<0,05) a presenca do gene hlyA nas
linhagens obtidas dos animais estudados acometidos por ITU e piometra,
comparativamente aos isolados das fezes. Estes resultados ratificam a importancia da
presenca do gene hlyA e, consequentemente, da lise de células inflamatérias e
eritrocitos como mecanismo de viruléncia na infeccdo e viabilidade da E. coli em

ambientes extra-intestinais, notadamente na ITU e piometra em caes.

O fator necrosante citotoxico tipo 1 (cnf-1) € uma importante citotoxina
facilitadora da disseminagédo bacteriana no limen da bexiga e do trato intestinal para a
circulacdo sangiinea (Garcia & Le Bouguénec, 1996; Zamora et al., 2000; Bouquet,
2001; Tiba, 2004). No homem, Tiba (2004) investigando fatores de viruléncia de ITU
encontrou 18,5% de cnf-1. Blanco et al. (1995) e Yamamoto et al. (1995) detectaram,
respectivamente, 28 e 48% das linhagens carreando este gene em pacientes com
infeccbes urinarias. Andreu et al. (1997) ao estudarem mulheres com cistite
observaram cnf-1 em 47% das UPEC. Landraud et al. (2000), em pacientes
hospitalizados ou ndo, encontraram cnf-1, respectivamente, em 33% e 34% das
estirpes isoladas. Rodriguez et al. (2005) detectaram cnf-1 em 27,5% de ITUs

humanas, mostrando a relevancia desta citotoxina em infec¢des urinarias no homem.

Em animais, Pohl et al. (1993) encontraram cnf-1 em diversas espécies
acometidas de varias afeccdes. Yuri et al. (1998) também evidenciaram a presenca do
fator necrosante em infeccbes em animais de companhia. Johnson et al. (2003)
revelaram a expressao de cnf-1 em 41% das linhagens de E. coli isoladas de ITU em
caes. Em linhagens isoladas das fezes, estudos no Brasil e em diferentes paises tem
revelado também cnf-1 em estirpes isoladas das fezes de cées, em porcentagens
variando de 12% a 81,5% (Pohl et al., 1995; Yuri et al., 1998; Chen et al., 2003;
Johnson et al. 2003; Von Sydow, 2005). No presente estudo, a presenca do gene cnf-
1 foi detectada em 11 (21,6%) isolados de ITU, 21 (40,4%) de piometra e em 9
(16,4%) das fezes.

A despeito das variacdes de deteccao de cnf-1 em outros estudos em cées,

nos isolados dos animais acometidos por piometra e ITU foi observada diferenca
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estatisticamente significante (p<0,05) para as linhagens obtidas das fezes. Estes
resultados sugerem que as linhagens que possuem cnf-1 seriam dotadas de
mecanismo adicional de viruléncia nas afeccdes extra-intestinais em caes, incluindo
ITU e piometra. Adicionalmente, a deteccao de linhagens de E. coli detentoras de cnf-
1 nos caes, reconhecida como citotoxina relacionada a infeccbes entéricas e extra-
entéricas no homem, ressalta para os reflexos em salude publica da presenca de
linhagens virulentas, em virtude da proximidade de contato e/ou co-habitagdo do

homem com os caes.

Evidéncias apontam que cnf-1 e hlyA atuariam em conjunto favorecendo a
infeccdo por linhagens produtoras destas citotoxinas (Landraud et al., 2000; Boquet et
al., 2001; Tiba, 2004, Tavechio et al., 2004). Ambas cnf-1 e hlyA, e ainda a fimbria p
se encontram em uma mesma ilha de patogenicidade. Esses fatores de viruléncia sé&o
expressados, geralmente, em porcentagens semelhantes, passiveis de transmissao
por plasmideos e detactados associados em diversas estirpes de E. coli (Gyles et al.,
1992). No presente estudo observamos perfil semelhante a estes achados, visto que
estes fatores de viruléncia foram detectados em propor¢gdes semelhantes entre os trés
grupos, sugerindo que cnf-1, hlyA e fimbria p estdo em uma mesma ilha de
patogenicidade na maioria das linhagens isoladas. No grupo controle também foi
evidenciada a expressdo destes genes o que demonstra que esta PAI pode ser
transmitida entre linhagens patogénicas e comensais. Assim, sugere-se que este
grupo génico contribui na viruléncia de estirpes ligadas as infec¢bes genito-urinérias

em caes.

Para que o sorotipo O157:H7 seja devidamente caracterizado, faz-se
necessario a deteccéo das verotoxinas, além do gene codificador de eae. Nenhuma

das 158 linhagens estudadas apresentou 0s genes eae, vtl e vt2.

Rangel et al. (2005) realizando levantamento epidemiolégico nos EUA,
entre 1982 e 2002, observaram 73.000 casos de infec¢des por O157:H7, 350 surtos,
1493 hospitalizacdes, 353 casos de SUH que culminaram com 40 mortes. As

principais formas de transmissdo incriminadas foram os alimentos. O contato com
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animais foi responsavel por 3% destes casos, sendo que os cdes nao foram

apontados nestas estatisticas.

No Brasil, Dantas (2002) ndo encontrou o gene das verotoxinas nas fezes
de criancas e de cdes com ou sem diarréia. Von Sydow (2005) detectou 0,5% das
estirpes de E. coli isoladas de fezes de caes errantes expressando vt2. O conjunto
desses dados provavelmente apontam que o cdo tem baixo risco ou participacdo na

veiculacdo para o homem de linhagens verotoxigénicas.

E. coli necessitam de ferro para o metabolismo bacteriano. Este elemento é
abundante no intestino, porém ndo é encontrado de forma livre em sitios extra-
intestinais. Ao colonizarem o0 sistema urogenital o agente utiliza mecanismos de
captacao de ferro que incluem as hemolisinas e os sideréforos (Johnson, 1991; Braun
et al., 1999; Braun et al., 2002, Faraldo-Gomez et al.,, 2003). A aerobactina é
considerado o sistema de captacdo mais efetivo para linhagens UPEC (Orskov et al.,
1988). O gene iucD é codificador da aerobactina. No presente estudo, a presenca de
iucD foi observada em 23,5% dos isolados de ITU, 17,3% de piometra e em 1,8% de
fezes. Em pacientes humanos com ITU a deteccédo do gene tem sido encontrada com
variacdes entre 25,9 e 76% (Orskov et al., 1988; Yamamoto et al., 1995; Féria et al.,
2001b; Tiba, 2004; Santo et al., 2006). Na piometra canina, Chen et al. (2003)
revelaram iucD em 8% da amostragem. No Brasil, Coogan et al. (2004) encontraram

expressao de iucD em 17,4% de estirpes isoladas de cadelas com piometra.

A expresséo génica de iucD foi estatisticamente significante (p<0,05) nos
animais estudados com piometra e ITU, em detrimento do grupo controle. A
semelhanca dos achados de hly, a captacéo de ferro exdgeno, mediante a producéo
de sideroforos, parece desempenhar papel importante na infectividade de E. coli em
casos de piometra e ITU em caes. No entanto, diferente do supracitado, Chen et al.
(2003) referem que iucD e afa s&o fatores de viruléncia que menos contribuem na

patogenicidade de linhagens de E. coli nas infec¢des uterinas em cadelas.

Recentemente foi descrita a proteina uropatogénica especifica (usp)

associada a linhagens virulentas encontradas no trato urinario (Kurazono et al., 2000;
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Kurazono et al., 2003; Tiba, 2004). No presente estudo foram encontrados 33,3% nos
isolados de ITU e 69,2% de piometra que possuiam o gene usp. No grupo controle
este gene nao foi detectado. Tiba (2004) encontrou usp em 22,2% de isolados de ITU
em pacientes humanos. Kurazono et al., (2000, 2003) referem 80% dos isolados de
cistite humana e 24% em fezes de homens expressando o gene usp. Ainda sao
escassos 0s estudos relacionando a proteina especifica uropatogénica as infeccées
em animais. No entanto, a ocorréncia do gene usp em ITU no presente estudo sugere
sua relevancia na patogenicidade de E. coli em infec¢des urinérias de cdes. Dentre a
literatura consultada néo foi possivel encontrar estudos investigando a participacéo de
usp na piometra em caes. Entretanto, em face da elevada ocorréncia do gene usp nas
linhagens de E. coli, no presente estudo, e da provavel origem entérica ou peri-anal
das linhagens causadoras de ITU e piometra em cées, sugere-se que usp teria
participacdo importante na infectividade de estirpes em afec¢des do sistema génito-

urindrio.

Nas linhagens isoladas de ITU e piometra foi estatisticamente significante
(p<0,05) a presenca simultdnea dos genes para proteina especifica uropatogénica
(usp), aerobactina (iucD) e a multi-resisténcia in vitro a cinco ou mais antimicrobianos.
Esses dados apontam que as linhagens que contém este conjunto de fatores de
viruléncia deteriam mecanismos adicionais na patogenicidade em infeccbes génito-
urinarias em cées, e gue a ocorréncia simultanea nas linhagens poderia decorrer de

provavel transmisséo plasmidial desses fatores de viruléncia em conjunto.

O estudo ressalta a intensa resposta inflamatéria no exame hematolégico
dos cdes com piometra e ITU, similaridade das adesinas entre as linhagens isoladas
nos trés grupos estudados e alta ocorréncia de expressao simultanea de hlyA, cnf-1 e
fimbria P. A elevada multi-resisténcia das linhagens aos antimicrobianos nos caes
com ITU e piometra,reforga a necessidade de estudos continuados de sensibilidade
bacteriana, principalmente E. coli. Ressalta-se para os reflexos em saude publica
representados pela deteccdo de linhagens de E. coli patogénicas em cdes com ITU e

piometra em face do estreito contato do homem com os cées.
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7 CONCLUSOES

Os resultados do presente estudo permitem concluir que:

o Os principais achados clinico-laboratoriais nos animais foram
anemia, trombocitopenia, leucocitose por neutrofiia e monocitose condizentes,
geralmente, com infec¢cdes bacterianas graves em cédes com piometra e infeccées

urinarias;

o O perfil de sensibilidade microbiana revelou que a gentamicina e
as fluorquinolonas (ciprofloxacina, enrofloxacina e norfloxacina) foram os
antimicrobianos mais efetivos em Botucatu e regido, podendo ser indicados como de

escolha na terapia de ITU e piometra em caes;

o Alta freqUiéncia de resisténcia multipla aos antimicrobianos foi
observada nas linhagens, especialmente para ampicilina e
sulfametoxazole/trimetoprim - drogas consideradas de escolha na terapia de afec¢gdes
genito-urindrias em cdes -, ratificando a importdncia dos testes de sensibilidade

microbiana antes da instituicdo da terapia;

o Os genes hlyA, iucD e cnf-1 apresentaram significancia
estatistica nas linhagens isoladas de piometra e ITU, comparativamente aos isolados
das fezes, representando importantes mecanismos de viruléncia para as linhagens
EXPEC nas afeccBes génito-urinarias em caes, decorrente da acéo de lise de células

inflamatérias e/ou captacao do ion ferro;

o O gene fimH foi observado em mais de 90% dos isolados nos
trés grupos de estudo, ndo representando, provavelmente, um fator essencial a

patogenicidade de linhagens EXPEC em infeccbes génito-urinarias em caes;

o O gene codificador de adesina afimbrial (afa) foi encontrado em

baixa frequéncia nos trés grupos de estudo, ndo se constituindo, provavelmente, em
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mecanismo importante para a adesdo de linhagens EXPEC nas infeccbes génito-

urinarias em caes;

o A presenca do gene cnf-1 foi estatisticamente significativa nas
linhagens de ITU e piometra comparativamente aos isolados fecais, confirmando sua
importancia como fator de viruléncia no que tange a lise celular e facilitacdo da

disseminacédo bacteriana pelo sistema génito-urinario em caes;

o A presenca da proteina especifica uropatogénica (usp)
apresentou diferenca estatisticamente significante nas linhagens de piometra
comparativamente as isoladas de ITU e fezes, resultado infreqliente, mas que poderia
decorrer da origem comum das linhagens que acometem o trato urinério e o Gtero dos

caes;

o Os genes papC e papGlll, sub-unidades da fimbria P, e a fimbria
S, foram encontrados em alta freqiéncia nas linhagens isoladas de ITU e piometra,
indicando a importancia destes fatores de viruléncia no mecanismo de adesdo ao

epitélio génito-urinario em cées,

o N&o foram encontradas estirpes detentoras dos genes para
verotoxinas e da intimina eae nas linhagens estudadas, mostrando que,
provavelmente, o cao é de baixo risco como fonte de infeccdo de linhagens

verotoxigénicas para o homem;

o A associacao génica mais frequente nas linhagens foi observada
entre papC, papGlll, sfaS, cnf-1 e hlyA, mostrando que linhagens dotadas do conjunto
destes fatores de viruléncia apresentariam maior probabilidade de exercer efeito

patogénico nas infecgbes génito-urinarias em caes;

o Fatores de viruléncia com relevancia em saude publica foram
detectados nos cées estudados, com destaque para linhagens multi-resistentes aos
antimicrobianos e necrotoxigénicas, conotando eventual risco de transmissao cruzada

de estirpes patogénicas, em face do estreito contato do cdo com o homem.
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