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Resumo

Escherichia coli € uma bactéria comensal de intestino dos animais de
sangue quente. Ao longo da escala evolutiva, porém, varios clones
adquiriram fatores de viruléncia (FV) especificos tornando-se
patogénicos para homens e animais. As E. coli patogénicas podem ser
divididas em dois grupos distintos: E. coli diarreiogénicas e as que
causam doengas extra-intestinais — chamadas genericamente de
EXPEC. As EXPEC s&do consideradas importantes patégenos
relacionados a Saude Publica, e estéo relacionadas, também, a doencas
animais. Neste trabalho, houve o objetivo do estudo do perfil de
viruléncia, e a relagcdo deste com a resisténcia a antibidticos em
amostras de ExPEC dos sorogrupos O2 e 025, isoladas de infecgbes
urinarias de caes e gatos, piometra canina e amostras fecais de fragatas
de vida livre, aparentemente sadias. As amostras de E. coli foram
analisadas por PCR para pesquisar genes que codificam FV especificos,
incluindo: genes associados a expressdo de adesinas (fimH, papC,
papEF, sfa), invasina (ibeA), toxinas (cnf1, hlyA), sideréforos (iucD,
fyuA), evasina (traT), plasmideo ColV (cvaC) e ilha de patogenicidade
(malX). A sensibilidade aos antimicrobianos foi pesquisada segundo os
padrées internacionais Todas as 19 amostras pesquisadas
apresentaram variado numero de genes de viruléncia, e as cepas 02
apresentaram maior média de genes de viruléncia (7,5) que as 025
(6,1). Todas as cepas foram positivas para os genes fimH, fyuA e malX,
tendo os isolados O2 maior frequéncia dos genes pap, cnf1, hlyA, iucD e
cvaC, enquanto ibeA foi mais frequente no sorogrupo 025. Sete cepas
(37%) apresentaram alguma resisténcia aos antimicrobianos, sendo
cinco delas multirresistentes. A combinagcédo de variados FV com
resisténcia a antibioticos pode possibilitar a selegdo de cepas com alto
poder de patogenicidade. O fato dessas cepas serem de sorogrupos
classicamente envolvidos em doengas humanas, € indicativo da
importdncia desses patdgenos isolados de animais, para a Saude
Publica. A detecgcdo de multirresisténcia em isolado de ave selvagem
com alto potencial patogénico, sugere que esses patdbgenos podem ter
impacto na Saude Ambiental.

Palavras-chaves: Escherichia coli, EXPEC, APEC, UPEC, sorogrupos
02 e 025, resisténcia a antibiéticos.



Abstract

Escherichia coli is a commensal bacterium of the intestine of warm-
blooded animals. Along the evolutionary scale, however, several clones
have acquired specific virulence factors (VF) becoming pathogenic for
humans and animals. The pathogenic E. coli can be divided into two
distinct groups: Diarrheagenic E. coli and the ones that cause extra
intestinal diseases - generically called EXPEC. Once the EXPECs have
been considered important pathogens related to Public Health, as well as
to animal diseases, this essay has the objective of studying the virulence
profile and its relation to antibiotic resistance in samples of ExXPEC of O2
and O25 serogroups, isolated from urinary infections of cats and dogs,
canine piometry and fecal samples from apparently healthy free-living
frigates. Thus, samples of E. coli were analyzed by PCR to research
genes that codify specific FV, which include: genes associated with
adhesin expression (fimH, papC, papEF, sfa) invasin (ibeA), toxins (cnf1,
hlyA), siderophores (iucD, fyuA) evasin (traT), CoLV plasmid (cvaC) and
pathogenicity island (malX). The antimicrobial susceptibility was
investigated by international standards. All 19 samples surveyed had
varied number of virulence genes, and the O2 strains showed higher
virulence genes average (7.5) than the 025 (6.1). All strains were
positive for the genes fimH, fyuA and malX, where isolated O2 had
higher frequency of genes pap, cnf1, hlyA, iucD and cvaC, while ibeA
was more frequent in serogroup O25. Seven strands (37%) presented
some resistance to antimicrobials, and five were multi-resistant. The
combination of various VF with antibiotic resistance might enable the
selection of strains with high pathogenicity. The fact that these strains
were from serogroups classically involved in human disease suggests
the importance of these isolated animal pathogens to Public Health.
Furthermore, the detection of multi-resistance isolated from wild birds
with high pathogenic potential, suggests that these pathogens may have
an impact on Environmental Health.

Keywords: Escherichia coli, ExXPEC, APEC, UPEC, 02 and 025
serogroups, antibiotic resistance.



Sumario

LI 1 11 o To 11 o= o TP 11
2. Revis@o de Literatura .........ccccooiiiiiiiiii e 13
2.1. Doengas induzidas por EXPEC ... 16
2.1.1. Infecg@o do trato UMNANO ........occiviieiiiiiii e 16
2.1.2. PIOMELra..c..ooeiiiiiiei e 16
2.1.3. Colibacilose aviaria ..........ccccceeeeiiiiiiie e 17
214, PREUMONIA ....coiiiiieiee et 17
2.1.5. Meningite neonatal............ccccooeeieiiiiii i 18
2.2. Potencial zoondtico das EXPEC..........cccoiiiiiiii e 18
2.3. Sorogrup0s 02 € O25.....ceuiiiiiiieeeeeeeeee e 19
I © o1 1= {1V RSO URSTRPR 20
4. Materiais € METOAOS .......coooiiuiiiiiiiii e 21
4. AMOSIIAS ...ttt 21
4.2. Pesquisa de fatores de viruléncia .............coveviiiieiiiiieiicieeeeeeee 21
4.3. EletrOfOreSe. .. .o 22
4.4. Teste de sensibilidade a antimicrobianos..............cccocoieiiiiiinnes 22
5. RESURAAOS ... 26
6. DISCUSSA0 ...ceeiiiiiiiei ettt e 30
7. CONCIUSOES ...ttt e 36
8. Referéncias Bibliograficas..........oooovumiiiiiiiiiiee e 37



Lista de Tabelas

Tabela 1 Resultados referentes a pesquisa de genes de viruléncia e resisténcia aos
antibiéticos em 19 cepas de E. coli isoladas de urina, pus e contudo cloacal,
respectivamente, de caes e gatos com ITU, cadelas com piometra e aves de vida

Tabela 2 Relagdo entre a origem das amostras e o percentual de genes de
viruléncia encontrados em cepas de E. coli isoladas de urina, pus e conteudo
cloacal, respectivamente, de caes e gatos com ITU, cadelas com piometra e aves
0 ViIdA TIVI.c. e et 18

Tabela 3 Relagdo entre os sorogrupos e o percentual de genes de viruléncia
encontrados em cepas de E. coli isoladas de urina, pus e conteudo cloacal,
respectivamente, de caes e gatos com ITU, cadelas com piometra e aves de vida



Lista de Quadros

Quadro 1 Relagdo das cepas de E. coli estudadas segundo o sorotipo, 0 grupo
filogenético e a origem animal.............couiiriiiiiiiiii e 12

Quadro 2 Descrigdo das amostras padrdo (controles) utilizadas na pesquisa dos
genes de VIrulencia de E. COli...........couueeueeiiiiii e 13

Quadro 3 Genes, sequencia dos iniciadores, tamanhos dos fragmentos amplificados
e referéncias relacionadas as reacgdes de PCR realizadas...........cccccccvvnenne. 14



Lista de Abreviaturas e Siglas

CLSI - Clinical and Laboratory Standards Institute
ColV - colicina V

DAEC - diffusely adherent Escherichia coli

EAEC - enteroaggregative Escherichia coli

E. coli — Escherichia coli

EHEC - enterohaemorrhagic Escherichia coli

EIEC - enteroinvasive Escherichia coli

EPEC - enteropathogenic Escherichia coli

ESBL - bactéria produtora de B-lactamase de amplo espectro
ETEC - enterotoxigenic Escherichia coli

ExPEC - extraintestinal pathogenic Escherichia coli
FV — fator de viruléncia

ITU - infecgéo do trato urinario

IV — indice de viruléncia

PAI - ilha de patogenicidade

PCR - Polimerase Chain Reaction



11

1. Introdugao

Escherichia coli € uma bactéria Gram-negativa, que coloniza o trato gastrointestinal
poucas horas apds o nascimento, com cepas provenientes da mae ou adquiridas do
meio ambiente. A Escherichia coli e seus hospedeiros coexistem com beneficios
mutuos, e essas cepas comensais raramente causam doengas — exceto em
hospedeiros imunocomprometidos ou que tenham lesdes no epitélio gastrointestinal
(KAPER et al., 2004).

Certas amostras de E. coli, ttm sido implicadas numa ampla gama de doengas, que
afetam tanto homens quanto animais no mundo todo. As doengas sao ocasionadas
por clones de E. coli altamente adaptados, que adquiriram fatores de viruléncia (FV)
especificos, conferindo aumento na habilidade de adaptacdo a novos nichos e
permitindo causar um amplo espectro de doengas (KAPER et al., 2004).

Fatores de viruléncia podem ser definidos como estruturas ou substancias
produzidas por determinada bactéria e que possibilitem a esta ocasionar doenca.
Esses FV s&o codificados geneticamente e, devido as caracteristicas de
recombinagéo genética das bactérias, podem ser mobilizados para diferentes cepas,
criando novas combinagdes. Apenas as combina¢des mais bem sucedidas dos FV
tornaram-se pat6tipos especificos de E. coli, e sdo capazes de causar doengas em
individuos saudaveis (KAPER et al., 2004).

O ganho e a perda de elementos genéticos méveis tém um papel fundamental na
formagao do genoma da bactéria patogénica. A transferéncia horizontal de genes &
um importante mecanismo, pelo qual rapidamente se disseminam novas
caracteristicas nos organismos receptores (SHAMES et al, 2009). Grandes
aglomerados de genes de viruléncia, chamados ilhas de patogenicidade (PAls),
podem ser encontrados em plasmidios ou integrados no cromossomo da bactéria
patogénica, porém, ndo sao encontrados em bactérias nao-patogénicas.
Caracteristicas que sao adquiridas por transferéncia horizontal de genes podem
permitir que a bactéria receptora colonize um novo nicho e, assim, selecionar as
variantes que possam sobreviver as pressdes seletivas do ambiente (CROXEN e
FINLAY, 2010). Esse fenbmeno, por promover variabilidade genética, tem papel
importante na evolu¢ao microbiana (HENTSCHEL e HACKER, 2001).
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Devido a esses mecanismos, as cepas de E. coli podem ser classificadas de acordo
com critérios clinicos e genéticos dentro de trés grupos: cepas comensais,
patogénicas intestinais ou diarreiogénicas e patogénicas extra-intestinais - EXPEC
(RUSSO E JOHNSON, 2000).

Considerando-se as E. coli diarreiogénicas, seis patdtipos sdo referidos devido a
combinagdo dos seus FVs - EPEC (Enteropathogenic E. coli), EHEC
(Enterohaemorrhagic E. coli), ETEC (Enterotoxigenic E. coli), EIEC (Enteroinvasive
E. coli), EAEC (Enteroaggregative E. coli) e DAEC (Diffusely adherent E. coli)
(CROXEN e FINLAY, 2010).

As EXPEC expressam uma variedade de genes associados a viruléncia ao invés de
um mecanismo de viruléncia comum (BRZUSKIEWICZ et al., 2006) e serdo o tema

da revisao de literatura a seguir.
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2. Revisao de Literatura

As ExPEC se atribui um grupo heterogéneo de doencas humanas como infeccdes
do trato urinario (ITU), meningites, pneumonias, infec¢des sistémicas, entre outras
(RUSSO e JOHNSON, 2000; JOHNSON e RUSSO, 2002).

Esse grupo de E.coli patogénica leva a doengas com elevada morbidade e
mortalidade, tendo grande impacto na Saude Publica, com um custo econémico de
varios bilhdes de dolares anualmente (RUSSO e JOHNSON, 2003).

Nos animais, as EXPEC séo, principalmente, relacionadas as doencgas sistémicas em
aves, infecgdes do trato urinario de caes e gatos, piometras e pneumonias (YURI et
al., 1998; CHEN et al., 2003; JOHNSON et al., 2003; MOULIN-SCHOULEUR et al.,
2007; SURA et al., 2007).

Com relagao a saude animal, além dos prejuizos ocasionados as criagdes, discute-
se a importancia dos animais como fonte de infecgdo para as doengas humanas,
uma vez que tem sido demonstrado o potencial zoon6tico das EXPEC de origem
animal (JOHNSON et al., 2001; EWERS et al., 2007; PEIRANO e PITOUT, 2010;
TIVENDALE et al., 2010).

A designacao desse grupo bacteriano pelo acrénimo mais generalista de ExPEC foi
proposta por Russo e Johnson (2000), pois cepas isoladas de infecgbes do trato
urinario (UPEC — uropathogenic E. coli), septicemias (SEPEC - sepsis-associated E.
coli), meningite neonatal (NEMEC — neonatal meningitis-associated E. coli) e doenca
aviaria (APEC - avian pathogenic E. coli), apresentavam caracteristicas de viruléncia

semelhantes e, algumas vezes, indistinguiveis entre si.

A aquisicao e/ou eliminacéo de elementos genéticos, ao longo da escala evolutiva
das E. coli, levou a “construcao” de diferentes clones. Esses clones se derivaram,
portanto, de grupos filogenéticos distintos. Clermont e colaboradores (2000), através
da pesquisa de dois genes (chuA e yjaA) e do fragmento TspE4.C2 possibilitaram
que, através da reagdo de PCR, cepas de E. coli fossem classificadas em quatro

grupos filogenéticos principais: A, B1, B2 e D.

Geralmente, as cepas de E. coli comensais humanas derivam dos grupos

filogenéticos A e B1, e normalmente ndo se encontram nessas cepas o0s
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determinantes especializados em viruléncia que sao encontrados nas cepas
patogénicas (PICARD et al., 1999; RUSSO E JOHNSON, 2000). A maior parte das
cepas de EXPEC é encontrada nos grupos filogenéticos B2 e D, estas possuem
variados genes de viruléncia os quais permitem a inducdo de infec¢des
extraintestinais. A maioria dos FV presentes nas cepas de ExPEC é diferente
daqueles encontrados nas cepas patogénicas intestinais (PICARD et al., 1999;
RUSSO e JOHNSON, 2000; 2003).

Dentre os FV associados as amostras de ExXPEC, encontram-se adesinas como a
fimbria do tipo 1, cujo marcador é o gene fimH; fimbria P associada a pielonefrite
(pap) e a fimbria S (sfa), entre outras. As fimbrias possuem um importante papel na
patogénese bacteriana por possibilitarem a interagéo inicial entre a bactéria e seus
hospedeiros. Sdo ainda de grande relevancia na formacao de biofilmes, que s&o
comunidades de bactérias aderidas mutuamente e/ou a uma superficie, envolvidas
em uma matriz de exopolimeros (polissacarideos) (JOHNSON e RUSSO, 2005;
MELICAM et al., 2011).

Os biofilmes s&o associados a diversos problemas de saude e prejuizos econémicos
(COSTERTON et al., 1999). O modo de formacéo do biofilme tem atraido particular
atengdo, porque se acredita que muitas infecgbes bacterianas crbénicas e
persistentes estdo relacionadas a esse modo. As infecgdes ocasionadas por
bactérias, que formam biofilme, sdo mais complicadas porque unidas, essas
bactérias suportam mais as respostas imunes do hospedeiro e, também, tornam-se
até 1000 vezes mais resistentes aos antibiéticos (COSTERTON et al., 1995; 1999).

Hancock (2007) estudou o papel de um amplo espectro de fatores que demonstram
influenciar a formagé&o dos biofilmes em E. coli, como a fimbria tipo 1, os flagelos e
varias estruturas polissacarideas. Suas observagbes revelaram que as cepas
causadoras de bacteridria assintomatica parecem ser melhores formadoras de
biofilme do que as cepas de UPEC (Uropathogenic E. coli), sugerindo que a
colonizagdo do trato urinario por um biofime de E. coli ndao é somente um

mecanismo de viruléncia, € também uma caracteristica de sobrevivéncia.

Com relagéo as toxinas, duas se destacam a a-hemolisina (hly) e o fator citotoxico

necrotizante | (cnf1). Ha grande correlagao entre essas duas toxinas, uma vez que
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sdo codificadas em uma mesma ilha de patogenicidade de E. coli (DOBRINDT et al.,
2002).

CNF1 apresenta reconhecido papel na alteragdo do citoesqueleto de células do
uroepitélio e consequente auxilio na penetracdo e distribuicdo bacteriana nessas
células (BOWER et al., 2005).

A a-hemolisina € uma proteina capaz de lisar glébulos vermelhos, devido a formacao
de poros na membrana das hemacias, o que leva a sua ruptura e como

consequéncia a liberagéo de ferro (YURI et al., 1998)

Varios sideroforos séo importantes na obtencao de ferro dos tecidos do hospedeiro,
entre eles estdo os que possuem os genes marcadores fyuA (yersiniabactina) e iucD
(aerobactina). Essas proteinas, que variam na sua afinidade ao ferro, sao
importantes na obtengcdo desse metal em tecidos onde esse n&o se encontra na
forma livre (SCHUBERT et al., 2002).

Proteinas que possibilitam a invasdo ou evasdao do sistema imune sado também
associadas as doencas extraintestinais. A proteina de membrana externa traT
(associada ao gene fraT) € uma evasina relacionada com a resisténcia ao soro. A
invasao do endotélio cerebral é ocasionada por uma invasina cujo marcador é o
gene ibeA (JOHNSON e RUSSO, 2005).

Os genes cvaC e malX sao, respectivamente, importantes marcadores plasmidial e
de ilha de patogenicidade cromossomal e, quando presentes, dado indicios do
potencial patogénico da cepa como ExXPEC. Entre os plasmidios, o ColV, cujo
marcador é o gene acima referido, € um exemplo, pois desde a década de 1970 é
associado a viruléncia (SMITH e HUGGINS, 1976; JOHNSON e NOLAN, 2009).

Varios sdo os marcadores associados as ilhas de patogenicidade das ExPEC. O
gene malX é o marcador da PAIl | da cepa urosepticémica CFTO073, amostra
reconhecida pela grande quantidade de PAls que alberga (JOHNSON e RUSSO,
2005).

Sao reconhecidos pela literatura varios sorogrupos que concentram cepas humanas
e animais envolvidas com doenca extraintestinal, sdo eles: 02, 04, 06, 011, 025,

O75 e 0102. Alguns desses apresentam, inclusive, uma forte relagdo com
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resisténcia a antibiodticos (JOHNSON et al., 1994; YURI et al., 1998; JOHNSON et
al., 2010; VINCENT et al., 2010).

2.1.Doencas induzidas por ExXPEC
2.1.1. Infecgédo do trato urinario

Dentre as EXPEC, as cepas de UPEC s&do as que comumente estdo relacionadas
com doengas em seres humanos e animais de companhia. Essas bactérias sdo os
principais agentes das infecgbes do trato urinario (ITUs); na populagcdo humana s&o
responsaveis por substanciais custos médicos e altas taxas de morbidade no mundo
todo (YURI et al., 1998; FOXMAN, 2003).

O trato urinario € normalmente um ambiente estéril, mantendo-se livre de micro-
organismos pelo fluxo da urina e pela presenca de células do sistema imune, porém,
as ITUs estdo entre as doengas infecciosas mais comuns no mundo todo
(MUHLDORFER et al., 2001). Sao causadas, geralmente, por bactérias do reto que

ascendem e colonizam o trato urinario (OSBORNE, 1992).

Cerca de 95% dos casos de ITU sao infecgbes na bexiga, que recebem o nome de
cistite. Caracterizam-se por sensagdo de ardéncia ao urinar, micgdo frequente e
incompleta, e dor suprapubica (MUHLDORFER et al., 2001). Quando a infec¢&o
ascende para os rins (pielonefrite) torna-se mais grave, podendo também causar
calafrios, febre alta, nausea, dores nos musculos e articulagdes. Se nao tratada a
pielonefrite pode evoluir para faléncia renal, bacteremia e sepse (MEHNERT-KAY,
2005).

2.1.2. Piometra

Piometra ou endometrite purulenta crénica € uma doenga que afeta, principalmente,
cadelas na fase adulta (HARDY e OSBORNE, 1974; EGENVALL et al., 2001). Os
sintomas comuns s&o corrimento purulento vaginal e dor abdominal, além de outros
como letargia, depressao, anorexia, poliuria, polidipsia e vémitos (HARDY e
OSBORNE, 1974). A infeccdo que comecga na cavidade abdominal pode evoluir
rapidamente para uma septicemia. A infeccdo bacteriana é secundaria a uma série
de alteragbes hormonais, mas determinante para a gravidade da doenca

(CHRISTIANSEN, 1984). As bactérias mais prevalentes na piometra sdo as
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EXPECs, existindo evidéncias que cepas oriundas do intestino ascendem para o
trato urinario e utero (CHEN et al., 2003; SANTOS FILHO, 2008; SIQUEIRA et al.,
2009)

2.1.3. Colibacilose aviaria

Sao denominadas APEC cepas de EXPEC que causam infecgdes em aves. Estas se
iniciam com infecc¢des respiratorias que podem evoluir para septicemia (KAPER et
al., 2004).

As infeccdes por cepas de APEC sdo causa de significante morbidade e
mortalidade, além de causarem grandes custos para a industria aviaria. Esse
patbgeno entra pelo trato respiratorio e coloniza os sacos aéreos das aves, entao, a
aerossaculite € seguida por infecgbes extraintestinais que incluem septicemia,
pneumonia, pericardite, peritonite e morte (DHO-MOULIN e FAIRBROTHER, 1999).

As cepas de APEC podem ser encontradas no trato gastrointestinal das aves sadias,
e, embora confinadas ao sistema gastrointestinal, podem causar infec¢des
extraintestinais em situacdes em que ha o rompimento do equilibrio da relagcéo
parasita-hospedeiro, como € o caso de situagdes que levam o hospedeiro a
imunossupressao (NATARO e KAPER, 1998).

2.1.4. Pneumonia

O risco de desenvolver pneumonia aumenta com a idade, uma causa muito comum
de morte entre os idosos. Bactérias Gram-negativas sao a causa mais frequente de
pneumonias graves (MUDER, 1998).

Nos ultimos anos, ha relatos de ExXPEC como causa de pneumonia em diversas
espécies animais (CARVALLO et al., 2010). Vérios estudos mostram que isolados de
EXPEC oriundos de infecgcdes em homens e em cées sao indistinguiveis (JOHNSON
et al., 2001).

Carvallo e colaboradores (2010) descreveram um caso fatal de pneumonia num
filhote de tigre (Panthera tigris) também associada com ExXPEC. Este apresentou
subita doenga respiratéria e morreu poucas horas depois. A cepa isolada do pulméo
infectado foi de E. coli e continha varios genes de viruléncia que s&o associados as

EXPEC, sao eles cnf-1, sfa, fimH, hlyD e papG.
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Sura et al. (2007) isolaram cepas de E. coli que causaram pneumonia em gatos e,
nessas amostras, encontraram caracteristicas tipicas de ExXPEC isoladas de

infeccbes extraintestinais de varias espécies de hospedeiros.
2.1.5. Meningite neonatal

O periodo neonatal compreende os 28 primeiros dias de vida. A meningite neonatal
bacteriana € uma inflamagédo das membranas do cérebro e da medula espinhal
(SMITH et al., 2007). Nos Estados Unidos, mais que 50% dos casos de meningite
neonatal foram causadas por cepas de ExXPEC (PONG e BRADLEY, 1999).

Muitos dos genes de viruléncia associados com cepas de ExPEC causadoras de
meningite neonatal estdo presentes em PAls, como os genes envolvidos na
faciltagdo da penetracdo na barreira hematoencefdlica, sfa, ibeA e cnf1
(BONACORSI et al., 2003).

2.2.Potencial zoonotico das ExPEC

O conhecimento das caracteristicas de viruléncia das cepas de E. coli que causam
infecgcbes em homens e animais aumentou consideravelmente nos ultimos anos
(KAPER et al., 2004).

Varios trabalhos indicam fatores de viruléncia comuns em cepas de isolados de
infeccbes de homens e animais, o que poderia sugerir que as cepas de EXPEC séo
patbgenos zoondticos (SMITH et al., 2007).

Tivendale et al. (2010) isolaram cepas de EXPEC muito semelhantes entre si, apesar
de serem oriundas de diferentes hospedeiros e manifestacbes clinicas, o que
reforcou estudos anteriores sobre o potencial zoonético das ExPEC. Além disso,
confirmaram o potencial zoonético através de uma cepa de APEC que causou

meningite num modelo murino de meningite neonatal.
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2.3.Sorogrupos 02 e 025

O sorogrupo O2 esta amplamente referido na literatura como um dos principais
envolvidos em ITU, meningite neonatal e septicemia humana (SCHAEFFER, 1983;
MOKADY et al., 2005; SMITH et al., 2007). E, também, causa frequente de ITU e
piometra em animais (JOHNSON, 1991; YURI et al.,1998; SMITH et al., 2007). Além
disso, esse sorogrupo figura entre os mais prevalentes em doencga aviaria, sendo
encontrado em diferentes regides geograficas (DHO-MOULIN e FAIRBROTHER,
1999; MOULIN-SCHOULER et al., 2007).

O sorogrupo 025, embora historicamente relacionado as E. coli enterotoxigénicas,
apresenta cepas de ExPEC, com destaque especial para um clone (ST131- O25:H4)
catalogado na ultima década como importante agente de infecgdo urinaria e
bacteremia, caracterizado como produtor de B-lactamases de amplo espectro e
distribuido em diversos continentes (PEIRANO e PITOUT, 2010).

Em estudos realizados, foram isoladas cepas de EXPEC de cées e gatos com ITU
(OSUGUI, 2008), cadelas com piometra (SANTOS FILHO, 2008) e de fragatas
(Fregata magnificens) de vida livre aparentemente sadias (SAVIOLLI, 2010) dos

sorogrupos O2 e 025.
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3. Objetivo

E objetivo do presente trabalho o estudo do perfil de viruléncia, e a relagéo deste
com a resisténcia a antibiéticos em amostras de EXPEC dos sorogrupos O2 e 025
isoladas de infecgbes urinarias de cées e gatos, piometra canina e amostras cloacais

de fragatas de vida livre.
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4. Materiais e Métodos
4.1. Amostras

Foram utilizadas amostras de E. coli pertencentes aos sorogrupos 02 e 025,
isoladas em trabalhos realizados anteriormente. Foram estudados quatro isolados de
cloaca de fragatas de vida livre, aparentemente sadias, cinco isolados de pus de
cadelas com piometra, e 10 isolados de urina de cédes e gatos com infec¢cao no trato
urinario (ITU), somando um total de 19 amostras. A discriminacdo das amostras

encontra-se no quadro 1.
4.2.Pesquisa de fatores de viruléncia

As amostras de E. coli foram analisadas por PCR (Polimerase Chain Reaction) para
pesquisar genes que codificam FV especificos. Essa pesquisa foi feita utilizando-se
os iniciadores para os genes associados a expressao de adesinas (fimH; papC e
papEF, sfa), invasina (ibeA), toxinas (cnf1; hlyA), sideréforos (iucD e fyuA), evasina

(traT), plasmideo ColV (cvaC) e ilha de patogenicidade (malX).

No quadro 2 encontram - se as descri¢des das amostras padréo (controles positivos
e negativos) utilizadas na pesquisa dos genes de viruléncia, e a descrigdo dos genes

pesquisados esta no quadro 3.

A pesquisa dos genes que codificam os fatores de viruléncia foi realizada em
reagbes de 50 |L contendo, para cada reacao: 5 L de lisado da amostra (aliquota
de cultura bacteriana colocada em fervura por 10 minutos); 1,5 uL de MgCly; 1,0 pL
de dNTP; 1,0 uL de cada um dos iniciadores na concentracdo de 0,4 uM; 0,1 yL de
Taq DNA polimerase (Fermentas1); 5 yL de Taq Buffer com HCI (100 mM Tris-HCI,
pH 8.8 a 25 °C, 500 mM KClI, 0,8% Nonidet P40 ™?) e 35,4 pL de agua mili-Q estéril.
As reacbes foram submetidas ao ciclo de amplificagdo, no termociclador Eppendorf
Mastercycler Gradient™, e aquecidas a 94 °C por 10 minutos, depois, 30 ciclos de
um minuto cada, desnaturacdo a 94 °C, anelamento a 64 °C e extensao a 72 °C,

além de um ciclo de extenséo final de 10 minutos.

! Fermentas, Inc., Maryland, EUA
2 Trademark: Shell Chemical Co.
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Também, no quadro 3, encontram-se descritas as sequéncias, tamanho do produto

amplificado e referéncias de cada um dos iniciadores utilizados.
4.3.Eletroforese

Apos a reagao de PCR, 4ul de amostra foram homogeneizados com 1ul do corante
Blue Juice (azul de Bromofenol) e, entdo, adicionada ao gel de Agarose a 2% (Bio
Basic3), para corrida em cuba de eletroforese a 100 W, por 45 minutos. Apo6s a
corrida, o gel foi colocado em solugdo de brometo de etidio4, por 10-15 minutos, e
depois observado em transiluminador UV, e fotografado pelo sistema EDAS
Kodak™ .

4.4. Teste de sensibilidade a antimicrobianos

O antibiograma foi realizado seguindo os padrées do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2008a e 2008b). O controle de qualidade do teste utilizou

a cepa padréo de E. coli ATCC 25922, segundo o preconizado pelo mesmo instituto.

Foram usados os seguintes principios ativos e suas respectivas concentragdes:
ampicilina (AMP 10mg), amoxicilina (AMO 10mg), cefalexina (CFE 30mg), cefoxitina
(CFO 30mg), cefotaxima (CTX 30mg), ceftiofur (CTF 30mg), estreptomicina (EST
10mg), neomicina B (NEO 30mg), gentamicina (GEN 10mg), amicacina (AMI 30mg),
ciprofloxacino (CIP 5mg), norfloxacino (NOR 10mg), enrofloxacino (ENO 5mg),
tetraciclina (TET 30mg), cloranfenicol (CLO 30mg), polimixina B (POL 300Ul),
cotrimoxazol (SUT 25mg), nitrofurantoina (NIT 300mg).

s Bio Basic, Inc., Ontario, Canada
4 Invitrogen Corporation, Carlsbad, EUA
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Quadro 1: Relac&o das cepas de E. coli estudadas segundo o sorotipo, o grupo

filogenético e a origem animal.

Amostra Grupo Sorotipo Origem
Filogenético
01 B2 02:H4 Urina ITU" / gato
02 B2 02:H8 Urina ITU'/ gato
03 B2 02:H6 Urina ITU" / céo
04 B2 02:H31 Urina ITU" / céo
05 B2 O2:HNT Urina ITU" / céo
06 D O2:HNT Urina ITU' / cdo
07 B2 02:H6 Urina/ Piometra cadela
08 B2 02:H6 Pus/ Piometra cadela
09 B2 02:H2 Pus/ Piometra cadela
10 B2 02:H7 Cloaca/ Ave de vida livre
1 B2 025:H11 Urina ITU' / cao
12 B2 O25:HNT Urina ITU" / cdo
13 B2 025:H4 Urina/ Piometra cadela
14 B2 025:H4 Pus/ Piometra cadela
15 B2 025:H4 Pus/ Piometra cadela
16 B2 025:H4 Pus/ Piometra cadela
17 B2 025:H4 Cloacal Ave de vida livre
18 B2 025:H4 Cloacal/ Ave de vida livre
19 D 025:H4 Cloacal/ Ave de vida livre

1. ITU —infecgado de trato urinario
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5. Resultados

Tanto as amostras do sorogrupo O2 quanto as do sorogrupo O25 demonstraram
grande numero de genes de viruléncia, e as amostras pertencentes ao sorogrupo O2
apresentaram maior média (7,5/10) do que as pertencentes ao sorogrupo 025
(6,1/9) (Tabela 1).

Trés genes de viruléncia estiveram presentes em 100% das cepas estudadas, fimH,
fyuA e malX, respectivamente, marcadores para a fimbria do tipo 1, para o cluster
que codifica o sideroforo yersiniabactina e para a ilha de patogenicidade de E. coli
urosepticémica CFT073 (Tabelas 1 e 2).

Em um total de 19 amostras pesquisadas marcadores do cluster pap, para a fimbria
P e o gene sfa, para a fimbria S, foram observados em, respectivamente, oito (42%)
e nove (47%) delas. Os marcadores pap foram mais prevalentes no sorogrupo O2
(7/10) quando comparados ao sorogrupo 025 (1/9), o gene sfa esteve distribuido de
forma semelhante nos dois sorogrupos (50% para O2 e 44% para O25) (Tabela 3).
Quando se considera a origem das cepas, embora haja um pequeno numero de
isolados de pus e conteudo cloacal, verifica-se que genes do cluster pap
apareceram com mais frequéncia em isolados de urina (6/10), quando comparado as
cepas de piometra (1/5). O gene sfa esteve presente em maior proporgdo em
isolados de piometra (4/5) do que de urina (4/10). Ambos os marcadores para essas
fimbrias se apresentaram igualmente distribuidos nas cepas de aves (1/4 cada)
(Tabela 2).

O gene ibeA estava presente em 13 das 19 amostras pesquisadas (68%). Enquanto
esse marcador foi identificado em todas as cepas de piometra estudadas, estava
presente em, respectivamente, cinco e trés dos 10 isolados de ITU e dos quatro de
aves (Tabela 2).

Os genes que sao marcadores para as toxinas CNF-1 (cnf-1) e para a-hemolisina
(hly) apareceram nas mesmas cinco amostras (amostra trés, sete, oito, nove e onze,

26% do total), oriundas de isolados de ITU ou piometra (Tabela 1).

O gene jucD, marcador para o sideréforo aerobactina, apareceu em 7 das 19
amostras (37%), e sua presenca foi prevalente nas amostras do sorogrupo O2 (50%

das cepas, contra 22% no sorogrupo 025). Cinco dos 10 isolados de ITU
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apresentaram esse marcador, contra apenas um dos cinco isolados de piometra e

dos quatro de aves.

O gene traT, que codifica a evasina TraT, estava presente em 14 das 19 amostras
(74%), aparecendo em todos os isolados de cloaca de aves de vida livre, e 7/10 e

3/5, respectivamente, das cepas de urina e piometra

O gene cvaC (marcador do plasmideo ColV) foi encontrado em 12 das 19 amostras
estudadas (63%), estando igualmente presente em isolados de pus e urina (3/5 e

6/10) e em trés das quatro cepas de aves.

Das 19 amostras pesquisadas quanto a sensibilidade aos antibiéticos, 12 delas
(63%) foram sensiveis a todas as drogas testadas e sete (37%) apresentaram
resisténcia, e as amostras resistentes foram distribuidas igualmente nos dois

sorogrupos estudados.

Dentre as cepas que demonstraram alguma resisténcia, apenas uma apresentou
resisténcia intermediaria ao antimicrobiano sulfametoxazol-trimetropim, todas as
outras seis foram resistentes a mais de um principio ativo testado. Excetuando-se a
cepa de numero 14 que foi resistente a dois dos principios ativos (estreptomicina e
sulfametoxazol-trimetropim), as outras cinco foram multirresistentes. Além dos genes
presentes em todas as cepas estudadas (fimH, fyuA e malX), as que apresentaram
resisténcia demonstraram maiores prevaléncias de trat (cinco das seis cepas -
83%), iucD, cvaC e ibeA (quatro das seis cepas - 67%), pap e sfa em trés cepas
(50%).
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Tabela 1: Resultados referentes a pesquisa de genes de viruléncia e resisténcia aos

antibiéticos em 19 cepas de E. coli isoladas de urina, pus e conteudo cloacal,

respectivamente, de caes e gatos com ITU, cadelas com piometra e aves de vida

livre.
Amostra Origem' Sorotipo Antibiograma? Genes de Viruléncia
. . fimH, papC, papEF, iucD, fyuA,
01 U 0O2:H4 Sensivel trat, cvaC, maiX.
. . fimH, papC, papEF, iucD, fyuA,
02 U 0O2:H8 Sensivel trat, cvaC, malXx.
. . fimH, sfa, ibeA, cnf1, hlyA, fyuA,
03 U 0O2:H6 Sensivel malX.
04 U 02:H31 Sensivel fimH, ibeA, fyuA, trat, malX.
. Resistente fimH, papC, iucD, fyuA, trat,
U5 L Q2L AMP/AMO/EST/TET/SUT cvaC, malX.
. Resistente fimH, papC, iucD, fyuA, trat,
06 U O2:HNT AMP/AMO/EST/TET/SUT cvaC, malX.
. Resisténcia Intermediaria  fimH, papC, sfa, ibeA, cnf1,
07 U 0O2:H6é SUT hlyA, fyuA, trat, cvaC, malX.
. . fimH, papC, papEF, sfa, ibeA,
08 P 0O2:H6 Sensivel cnf1, hiyA, fyuA, malX.
09 ) 02:H2 Sensivel fimH, sfa, ibeA, cnf1, hlyA, fyuA,
cvaC, malX.
10 c 02:H7 Resistente fimH, papC, papEF, sfa, ibeA,
) AMP/AMOICFE/CFO/CTX/CTF  jucD, fyuA, trat, cvaC, malX.
. , fimH, papC, papEF, sfa, ibeA,
11 ] 025:H11 Sensivel enf1, hiyA, iucD, fyuA, malx.
12 U O25:HNT  Sensivel fimH, fyuA, trat, cvaC, malX.
. Resistente ) ,
13 ] 025:H4 AMP/AMO/ESTTET/SUT fimH, sfa, ibeA, fyuA, malX.
. Resistente fimH, ibeA, iucD, fyuA, trat,
14 P 025:H4 EST/SUT malX.
. Resistente fimH, sfa, ibeA, fyuA, trat, cvaC,
15 P 025:H4 AMP/AMO/EST/TET/SUT malX.
. . fimH, sfa, ibeA, fyuA, trat, cvaC,
16 P 025:H4 Sensivel malX.
. , fimH, ibeA, fyuA, trat, cvaC,
17 C 025:H4 Sensivel malX.
. . fimH, ibeA, fyuA, trat, cvaC,
18 C 025:H4 Sensivel malX.
19 C 025:H4 Sensivel fimH, fyuA, trat, malX.

1.U- urina; P - pus; C - conteudo cloacal.

2. AMP - ampicilina; AMO - amoxicilina; EST - estreptomicina; TET - tetraciclina; SUT - sulfametoxazol-trimetropim; CFE -

cefalexina; CFO - cefoxitina; CTX — cefotaxima.
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6. Discussao

Dentre as infecgdes ocasionadas por E. coli, aquelas relacionadas a sitios
extraintestinais caracterizam-se por apresentar grande impacto tanto para a Saude
Publica e Animal, quanto para a criacdo de animais de producado, devido aos
prejuizos ocasionados (DHO-MOULIN e FAIRBROTHER, 1999; RUSSO e
JOHNSON, 2003; SIQUEIRA et al., 2009).

Infeccéo do trato urinario em cées e gatos (OSUGUI, 2008), piometra em cadelas e
em grandes felideos (BAKER e HENDERSEN, 1983; SIQUEIRA et al., 2009),
pneumonia em felideos domésticos e selvagens (SURA et al., 2007; CARVALLO et

al., 2010) sédo alguns exemplos das doengas animais ocasionadas por EXPEC.

Com relagéo aos animais de produgdo, um grupo de EXPEC, também denominado
APEC (Avian Pathogenic E. coli), esta entre os patdgenos que ocasionam sérios
prejuizos a industria aviaria, uma vez que levam a problemas respiratorios e
septicemias com altas taxas de morbidade e mortalidade (DHO-MOULIN e
FAIRBROTHER, 1999; MOULIN-SCHOULEUR et al., 2007).

O universo de cepas estudadas no presente trabalho de pesquisa foi construido a
partir de isolados obtidos de infec¢des extraintestinais em animais, como ITU em
caes e gatos e piometra em cadelas, além de isolados de cloaca de fragatas de vida
livre, aparentemente sadias. Essas cepas apresentavam em comum o fato de
pertencerem a dois sorogrupos classicos de ExXPEC humana (CORTES et al., 2010),

02 e 025, embora isoladas de diferentes espécies e/ou sindrome clinicas.

Neste estudo, foram utilizadas 10 cepas do sorogrupo O2, sendo sete delas isoladas
de urina de animais com ITU, duas de pus uterino e uma de cloaca de ave
aparentemente sadia, e nove cepas de 025, sete delas sorotipadas como 025:H4,

incluindo-se trés isolados de cada, urina, pus e conteudo cloacal.

Em estudo realizado previamente com as cepas avaliadas neste trabalho, verificou-
se que ambos os sorogrupos estavam predominantemente associados ao grupo

filogenético B2.

O grupo B2 congrega cepas altamente virulentas, uma vez que se observa em

isolados desse agrupamento filogenético um elevado numero de FV, tendo sido
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demonstrado através de epidemiologia molecular que essas cepas estdo ligadas a
sindromes clinicas mais severas (JOHNSON e RUSSO, 2005).

Calculando-se o “indice de viruléncia” (IV) (MOULIN-SCHOULEUR et al., 2007) dos
isolados desta pesquisa, através da somatéria do total de genes de viruléncia,
dividido pelo numero de cepas presentes no sorogrupo, ha diferencas entre eles.
Embora ambos tenham demonstrado variados genes de viruléncia, o IV do
sorogrupo O2 foi mais elevado (7,5/10), quando comparado ao do sorogrupo O25
(6,1/9). Segundo Mokady et al. (2005), a plasticidade genética das ExPEC possibilita
que cepas, que ocasionam doengas semelhantes, tenham um conjunto de diferentes
fatores de viruléncia, em variadas combinacgbes, o que lhes possibilita uma maior
adaptacdo a diferentes hospedeiros e nichos teciduais. A maior diversidade de
genes detectada nas cepas O2 deste estudo, poderia ser indicativa de uma maior

capacidade de viruléncia dessas, quando comparadas as cepas do sorogrupo O25.

Considerando-se a patogénese das infecgbes por EXPEC, o passo inicial da
interacdo parasita-hospedeiro € a adesao da bactéria as células hospedeiras. As
EXPEC possuem fatores de aderéncia especificos que lhes permitem colonizar
diferentes sitios anatébmicos (KAPER et al., 2004). Dentre as fimbrias que
possibilitam tal interagdo encontram-se as fimbrias do tipo 1. O gene que codifica a
adesina FimH foi encontrado em 100% das amostras aqui estudadas. Além de ser
frequentemente associado a isolados de pacientes com cistite (JOHNSON e STELL,
2000), essa fimbria € também responsavel pela adesao da bactéria a traquéia de
aves com colisepticemia (VANDEMAELE et al., 2003). Existem evidéncias da
participacdo desse FV nos processos de invasao celular no epitélio vesical, uma vez
que essa adesina, interagindo com receptores da membrana do hospedeiro,
desencadearia varios sinais, entre eles o rearranjo do citoesqueleto da célula
eucaridtica que culminaria com a internalizagcdo da bactéria (MULVEY et al., 2000;
BOWER et al., 2005).

A semelhanca do que acontece nas infecgdes em mamiferos, em que a fimbria P é
expressa em doencas mais graves (pielonefrites/bacteremias), em aves com
colisepticemia esta é expressa em estagios mais tardios da doenca, participando da
colonizagdo de orgéos internos (JOHNSON, 1991; VANDEMAELE et al.,, 2003),
sendo um importante indicador de potencial patogénico. O cluster pap foi verificado

em 42% das cepas pesquisadas, € apareceu com maior frequéncia nos isolados do
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sorogrupo O2 (7/10) do que nos do sorogrupo 025 (1/9). Apesar do numero
pequeno de cepas isoladas de pus, quando comparadas com urina, aventa-se que
esses resultados podem néo ter relagdo direta com o sorogrupo, mas com a origem
da amostra, uma vez que sete das dez cepas O2 eram provenientes de urina e esse
marcador esteve presente em maiores propor¢cdes em isolados de urina quando
comparado as de piometra e ao material fecal de aves. O encontro de marcador para
a fimbria P em isolados de urina pode indicar que, conquanto essas cepas
estivessem relacionadas a cistite, poderiam ocasionar sindromes mais severas, uma
vez que estudos de epidemiologia molecular demonstram a maior prevaléncia dessa
fimbria em isolados de pielonefrites e bacteremias (JOHNSON e RUSSO, 2005).

Em contrapartida, o gene sfa foi observado em 47% das amostras estudadas,
estando em maior proporgédo nos isolados de piometra do que de urina e cepas
aviarias. O marcador da fimbria S é fortemente associado a sepse e meningite
humana (JOHNSON, 1991), além de ser um marcador frequente em isolados de
piometra (CHEN et al., 2003; SANTOS FILHO, 2008; SIQUEIRA et al., 2009). Para
aves, embora menos prevalente que outros marcadores, mostra-se associado as
cepas septicémicas e pouco as amostras fecais de aves sadias (GHANBARPOUR et
al., 2011).

O gene ibeA, marcador de uma proteina que facilita a invasdo das células do
endotélio cerebral, € detectado com significancia em isolados de meningite neonatal
(HUANG et al., 1995) além de cepas provenientes de aves colisepticémicas e foi
encontrado em 68% das amostras estudadas no trabalho em discusséo. E
interessante ressaltar que esteve presente em todos os isolados de piometra e em
apenas metade (5/10) dos isolados de urina. Sabendo-se que a piometra se constitui
em doenca grave, tendo como consequéncia bacteremia e morte (SMITH, 2006), tais
resultados poderiam ser indicativos de maior potencial patogénico das cepas que
foram capazes de ocasionar piometra. Com relagcao aos isolados aviarios, embora
em pequeno numero, trés das quatro cepas, foram ibeA+. Estudos de epidemiologia
molecular demonstraram a prevaléncia desse gene em cepas colisepticémicas
aviarias, a semelhanca do que ocorre com isolados de meningite neonatal (EWERS
et al., 2007), dando pistas tanto do potencial patogénico desses isolados para as

aves pesquisadas, quanto do seu potencial zoondtico.
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O gene cnf-1, que é o marcador para a toxina CNF-1, e o gene hlyA, marcador da
toxina a-hemolisina, foram observados em 40% das cepas O2 e 11% das 025, e
apareceram sempre juntos, nas mesmas cinco amostras, trés delas oriundas de
urina e duas de piometra. Esta bem estabelecida a sua ocorréncia em associagao na
ilha de patogenicidade PAI | da E. coli urosepticémica (DOBRINDT et al., 2002), o
que foi constatado no presente estudo, uma vez que todas as cepas cnf-1+/hlyA+,
apresentaram também o marcador para essa ilha (malX). Nao houve a ocorréncia
desses genes, entretanto, nas cepas de origem aviaria, dado compativel com a
literatura, pois essa associagéo € pouco frequente em isolados de aves (EWERS et
al., 2007).

Sistemas de aquisicdo de ferro sdo importantes vantagens de sobrevivéncia para
patégenos que invadem os tecidos. Pela indisponibilidade de ferro livre nesses
locais, patégenos como as EXPEC, dependem de sideroforos endogenos para
assegurar o processo de infeccdo. As E. coli apresentam alguns sideroforos, entre
eles aerobactina e yersiniabactina (SCHUBERT et al., 2002). O gene iucD (iron
uptake chelate), marcador para o sideroforo aerobactina, foi observado em 37% das
cepas, com maior frequéncia no sorogrupo O2, e o gene fyuA (ferric yersiniabactin
uptake), marcador para o sideréforo yersiniabactina, foi encontrado em todos os
isolados. Esses resultados demonstram que todas as amostras estudadas tinham,
no minimo, um sistema de captagdo de ferro. A presenca preponderante do
marcador fyuA pode ser explicado pelo fato do sideréforo yersiniabactina apresentar
maior afinidade ao Fe** que o aerobactina, o que faz com que cepas com esse FV
tenham vantagens em processos invasivos (SCHUBERT et al., 2002).

O gene traT, marcador da evasina TraT, que € uma lipoproteina de membrana
externa que confere resisténcia ao soro (SUKUPOLVI e O'CONNOR, 1990), foi
encontrado, com elevada frequéncia nos isolados e distribuido de maneira
semelhante entre os dois sorogrupos. O produto desse gene, presente no plasmideo
ColV, previne a deposi¢do do complexo de ataque a membrana do complemento e
antagoniza a deposi¢cdo de C3 (AGUERO et al., 1984). No presente estudo, houve

associagcao do marcador para o plasmideo e o gene traT em 73% das cepas traT+.

O gene cvaC, que é o marcador do plasmideo ColV, responsavel pela produgédo de
colicina V (GILSON et al., 1987) foi observado em 12 das 19 amostras pesquisadas.

Esse plasmideo transmissivel foi caracterizado como capaz de conferir viruléncia as
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cepas que o portam, gracas a presenga de outros genes associados, como o
referido acima (WALTERS e CROSA, 1991).

A presenca de ilha de patogenicidade nas amostras foi pesquisada através do gene
marcador malX, que esta presente na PAIlI | CFTO073, protétipo de cepa
urosepticémica humana (JOHNSON e STELL, 2000). Neste estudo, esse gene foi
encontrado em 100% das amostras pesquisadas, independentemente da origem do
isolado. A deteccao dessa ilha e seus genes associados em isolados de infec¢bes
urinarias de caes e gatos tem sido relatada como indicativo do seu potencial
zoondtico (JOHNSON et al., 2000). Com relacédo as aves, Ewers e colaboradores
(2007) relacionam a presenca do gene a notavel troca genética existente entre
cepas humanas e de aves, mais uma vez acentuando o seu potencial para

ocasionar doengas em ambos, animais e homens.

A grande plasticidade genética das E. coli possibilita mecanismos de recombinagéao
que levam ao aparecimento de ilhas de genes cromossomais ou plasmidiais. Além
de contribuir para o aumento de viruléncia, esse fendmeno ainda tem sido
relacionado a multirresisténcia (DAVIES e DAVIES, 2010).

Das 19 amostras aqui pesquisadas, sete apresentaram resisténcia aos

antimicrobianos, e cinco delas foram multirresistentes.

A multirresisténcia tem sido tratada como um dos importantes desafios para a area
da saude nas ultimas décadas, uma vez que esse fendmeno ocorre de maneira mais

acelerada do que a descoberta de novas drogas antimicrobianas (ALANIS, 2005).

Todas as cepas multirresistentes apresentaram resisténcia aos p-lactamicos
ampicilina e amoxicilina. Ambos sao bactericidas tanto para bactérias Gram-
negativas quanto para Gram-positivas, tendo se mostrado eficazes contra a E. coli
na década de 1960. Atualmente, ha grande porcentagem de cepas resistentes,
especialmente aquelas relacionadas a ITU (SMITH et al., 2007). Também tem sido
descrita a importancia dos animais de produgdo como fontes de E. coli dos sorotipos
classicos humanos (entre eles O2:H6, O2:HNM, O2:H7 e 025:H4) carreadoras de
genes que codificam B-lactamases (CORTES et al., 2010).

Atualmente, existe uma grande preocupagédo com as bactérias capazes de produzir
B-lactamases de amplo espectro (ESBLs), devido ao fato de apresentarem seus
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genes de resisténcia em grandes plasmideos que hospedam genes para resisténcia
a outras classes de antibioticos, apresentando multirresisténcia. As ESBLs sé&o
capazes de hidrolisar algumas cefalosporinas, como a cefotaxima (PEIRANO e
PITOUT, 2010).

Das 19 amostras submetidas ao teste de sensibilidade aos antimicrobianos, apenas
uma delas, oriunda de cloaca de ave de vida livre, apresentou resisténcia aos
antibiéticos da classe das cefalosporinas. A relevancia desse achado encontra-se no
fato de que o encontro de cepa multirresistente em animal selvagem, com pouco ou
nenhum contato humano, pode ser sugestivo de que a disseminagao de resisténcia
aos antimicrobianos n&o se limite apenas aos animais de producédo, mas atinja

também os ambientes naturais.

Nao se verificou, entretanto, entre os isolados do sorotipo 0O25:H4, cepa com perfil
de producgao de ESBL. O fendtipo, O25:H4/resistente a oximino-cefalosporinas, esta
relacionado ao clone de E. coli ST131, considerado de emergéncia mundial como
causador de infecgbes comunitarias e hospitalares de grande gravidade, visto a
resisténcia a multiplos antibiéticos (PEIRANO e PITOUT, 2010).

A multirresisténcia, como referido acima, esta relacionada a aquisicdo de conjuntos
de genes que codificam resisténcia a variados antibiéticos. Segundo Johnson e
Nolan (2009), a descricdo de plasmideos ColV hibridos caracterizados em isolados
de aves que adquiriram resisténcia a multiplas drogas, € um fato preocupante, uma

vez que o uso de antibioticos facilitaria a selegdo de cepas altamente virulentas.

Pode-se verificar no estudo em tela que as cepas que demonstraram
multirresisténcia, apresentaram variados genes de viruléncia. Considerando-se que
os antibiéticos sdo empregados em larga escala no tratamento de animais e,
principalmente, como promotores de crescimento nas criagcbes (BOGAARD e
STOBBERINGH, 2000), essa combinacgéo de fatores poderia acelerar a selecdo de

cepas com alto poder de patogenicidade para os seus hospedeiros.
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7. Conclusoes

» As cepas dos sorogrupos O2 e 025 isoladas de animais de companhia
doentes e aves de vida livre sadias apresentaram alto potencial patogénico,

visto a variada gama de fatores de viruléncia demonstrada.

» Cepas desses sorogrupos, classicamente envolvidos em doenca humana,
isoladas de animais de companhia, que apresentam intima convivéncia com o

homem, reforcam a importancia desses patdgenos para a Saude Publica.

» A associagdo de uma variedade de marcadores de viruléncia com a
multirresisténcia em algumas cepas, seria indicativo de seu maior potencial

patogénico.

» A caracterizagdo de cepas com potencial de multirresisténcia e/ou viruléncia
em aves selvagens de vida livre sugere que ndo s6 a Saude Animal e Publica,

mas também a Saude Ambiental deve merecer atengao.
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