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RESUMO

SANTOS FILHO, Jodo Carlos Barbosa. Pesquisa de bactérias e sua sensibilidade
aos antimicrobianos em caes com piometra, com especial interesse na
caracterizagdo das Escherichia coli patogénicas extra-intestinais (ExPEC). Séao
Paulo, 2008. Dissertacdo (Mestrado)-Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Paulista.

A piometra canina é caracterizada por altera¢gées no ciclo hormonal e colonizagao
bacteriana no utero. As E. coli patogénicas extra-intestinais (ExXPEC),
principalmente, as associadas a infecgdo do trato urinario, tém sido freqientemente
isoladas desta afeccao. O objetivo deste trabalho foi a pesquisa de bactérias em pus
e urina de cadelas com piometra, com especial interesse na avaliagdo dos perfis
moleculares de viruléncia das amostras de E. coli, correlacionando-os com o0s
sorotipos e a resisténcia a agentes antimicrobianos. Foram colhidos pus e urina de
32 cadelas com piometra durante a ovario-salpingo-histerectomia, sendo realizado o
isolamento, identificacdo e testes de sensibilidade a antimicrobianos, segundo
metodologia padronizada. Para pesquisa dos fatores de viruléncia de ExXPEC foi
realizada a técnica da PCR para os seguintes genes: pap; afal; sfa; fimH; iha; ibeA;
cnft; hlyA; iucD; fyuA; cvaC; traT e ilha de patogenicidade | de CFT073 (PAI |
crro73)- Isolou-se E. coli em 26 (96%) das 27 amostras de pus e 7 (100%) das 7
amostras de urina com crescimento bacteriano. Todos os isolados foram resistentes
a pelo menos um agente antimicrobiano, sendo a multiresisténcia observada em
nove (25%) isolados. As 33 amostras de E. coli foram positivas para algum dos
genes testados, sendo os mais frequentes a seqUéncia fimH, relacionada a fimbria
do Tipo | (100%) e fyuA, gene para yersiniabactina (94%). Dos genes testados
apenas afa, que codifica adesina nao hemaglutinante e cvaC, para o plasmidio ColV,
nao foram detectadas. Os sorogrupos mais prevalentes foram 025 e O6. Houve
grande similaridade entre as amostras de pus e urina quanto aos sorotipos e fatores
de viruléncia pesquisados, sugerindo possivel origem clonal das mesmas. Os
isolados de caes com piometra apresentaram semelhancas as amostras de ExXPEC
isoladas de diferentes sindromes humanas. Esses resultados abrem duas frentes de
discusséo. A primeira delas reforgca as suposicbes que estes podem ser agentes
zoondticos. Em segundo lugar, os resultados dao pistas de que as EXPEC podem ter
relevancia em processos de infecgcdes graves em caes, fato pouco relatado na
literatura.

Palavras chaves: Escherichia coli, extra-intestinais, piometra.



ABSTRACT

SANTOS FILHO, Jo&do Carlos Barbosa. Survey of bacterial infection and
antimicrobial susceptibility in dogs with pyometra, with special interest in the
characterization of extraintestinal pathogenic Escherichia coli (EXPEC). Sao Paulo,
2008. Dissertacdo (Mestrado)-Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade
Paulista.

Pyometra is characterized by hormones changes and bacterial colonization into the
uterus. Extraintestinal pathogenic Escherichia coli (ExPEC), mainly that strains
related to urinary tract infection (UTI), are frequently associated to this disease. The
aim of this work was the survey of bacteria in the pus and urine of the bitches with
pyometra, with especial interest in molecular characterization, serotyping and search
of drugs susceptibility of the isolates. Pus and urine were collected aseptically from
32 bitches with pyometra during hysterectomy. Bacterial isolation and identification,
as well as, antimicrobial susceptibility tests were performed according to standard
methods. PCR was performed to access the prevalence of genes encoding EXPEC
virulence factors. The following genes were searched: pap, afal, sfa, fimH, iha, ibeA,
cnf1, hlyA, iucD, fyuA, cvaC, traT and Pathogenic Island | CFT073. E. coli was
recovered from 26 (96%) out of 27 pus samples and 7 (100%) out of 7 urine samples
with bacterial growth. All of the isolated were resistant to at least one antimicrobial
drug, and the multiresistance was observed in 9 (25%) isolates. All 33 E. coli isolated
showed positivity to some of the gene tested, being the most prevalent fimH (100%)
and fyuA (94%). Two out of 14 genes tested were not found, afa (Afa adhesion) and
cvaC (ColvC plasmid). The serogroups more prevalent were O25 and O6. There was
strong serotype and virulence factors similarity between strains recovered from pus
and urine of the same bitch, suggesting that may have arisen from the same
pathogenic clone. The isolates recovered from bitches with pyometra presented
similarity with strains recovered from different human syndromes. These results arise
two lines of discussions. The first one strengthens the hypothesis that dog’s EXPEC
may be zoonotic agents and, the second one suggested that, this pathogen may
have relevance in generalized infections in dogs.

Keywords: Escherichia coli, extraintestinal, pyometra.
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1.  INTRODUGAO

1.1. Ciclo reprodutivo das cadelas

As fémeas da espécie canina sao consideradas monoéstricas, isto €, exibem
um periodo de estro por ano (CHRISTIANSEN, 1984; HAFEZ, 1995). A
apresentacgao ciclica da espécie ocorre entre 5 a 12 meses e seu ciclo reprodutivo
compreende trés fases distintas, pro-estro, estro, metaestro/diestro (as quais se
segue um periodo de inatividade funcional ovariana — anestro), que proporcionam
modificacdes no perfil hormonal, nas estruturas anatémicas, histologicas e
comportamento da cadela (ETTINGER, 1992; NELSON & COUTO, 1992).

O pré-estro é caracterizado pela maturagéo folicular nos ovarios, com
conseqlente aumento dos niveis séricos de estradiol 17-B, que atingem altas
concentragcbdes no final do proé-estro, estimulando a liberacdo de LH (“Luteinizing
Hormone”) (FELDMAN & NELSON, 1996). O pico de LH ocorre normalmente no
primeiro dia do estro e a ovulagéo se inicia aproximadamente 48 horas apds o pico
de LH, com duracao de 24 horas. Nesta fase, ha dilatacao da cérvix para que ocorra
a copula. Esta alteragcdo anatdmica facilita a entrada de microrganismos para o
interior do utero, e € compensada pela ativagao da resposta imune inata e adquirida
da cadela (FELDMAN & NELSON, 1996).

No final do estro se inicia a luteinizacdo e conseqiente aumento gradativo de
progesterona, esta transicao da fase folicular para luteal € denominada de metaestro
(ETTINGER, 1992).

O diestro se caracteriza pela predominancia de progesterona (40 ng/mL em
meédia) e persiste até 40 dias ap6s o pico de LH (CHRISTIANSEN, 1984). Sob a
influéncia deste horménio, as glandulas endometriais sofrem hiperplasia e
hipertrofia. Estas alteragcdes endometriais fisioldgicas, induzidas pelas progestinas,
desaparecem com o declinio das concentracdes de progesterona, de modo que ao
final da fase lutea ndo gestante na cadela, as glandulas endometriais ficam menos
numerosas e as dimensdes uterinas diminuem para as propor¢gbes do anestro
(JOHNSON, 1994).
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Uma resposta a progesterona que seja prolongada, exagerada, ou
inadequada sob qualquer aspecto, resultara numa hiperplasia endometrial cistica
(HEC), com acumulo de liquido no interior das glandulas endometriais e lumen
uterino (JOHNSON, 1994).

Este ambiente uterino se torna propicio para a colonizagdo bacteriana, que &
facilitada pela diminuicdo da atividade leucocitaria, causada pelos elevados niveis
séricos de progesterona (JOHNSTON et al., 2001).

A ocorréncia de infecgéo uterina e, consequientemente, a presenca de pus no
interior do utero recebe a denominacao de piometra.

A Figura 1 demonstra os padrbes hormonais durante os ciclos ovarianos, que
caracterizam os estagios reprodutivos nos quais ocorrem as mudancgas histologicas,

anatdbmicas e comportamentais da cadela.

FINAL DO
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Figura 1. Representacdo esquematica das alteracbes tipicas nas concentracdes séricas ou
plasmaticas de alguns dos horménios durante o ciclo ovariano canino, e sua relagdo temporal

com os estagios e fases funcionais do ciclo estral (Adaptado de CONCANNON, 1986).
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1.2. Piometra

A piometra € uma desordem uterina que acomete, principalmente, cadelas na
fase adulta, devido a estimulagéo progesterbnica crénica e repetitiva a cada ciclo
estral (JOHNSON, 1994; FELDMAN & NELSON, 1996). Em animais jovens,
freqlientemente esta associada ao uso de contraceptivos a base deste horménio
(FELDMAN & NELSON, 1996).

A incidéncia de piometra na cadela é alta, sendo reconhecida uma grande
causa de morte desta espécie animal (ROBERTS, 1956; HAGMAN & KUHN, 2002).

A doenga é caracterizada pela inflamagdo do utero com acumulo de
exsudatos. A paténcia da cérvix (aberta ou fechada) influencia na severidade da
doencga pois quando fechada possibilita 0 desenvolvimento de bacteremia e toxemia,
podendo levar o animal ao 6bito em poucos dias (FELDMAN & NELSON, 1996).

Os sinais clinicos da piometra variam desde uma secrec¢éo vulvar sangilinea
a purulenta em processo de piometra aberta, até inapeténcia, depresséo, letargia,
distensdo abdominal, poliuria, polidipsia e vomito que ocorrem na piometra de cérvix
fechada (FELDMAN & NELSON, 1996; FRANSSON & RAGLE, 2003).

O diagnoéstico baseia-se no histérico do paciente. A maioria das cadelas
desenvolve a doenca 4 a 10 semanas apos o cio. Exames complementares podem
revelar uma leucocitose e neutrofilia (FRANSSON et al., 1997). A ultra-sonografia é
o método de diagndstico de eleicdo para a piometra, pois determina o tamanho do
utero, a espessura da parede uterina e a presenca de fluido intra-luminal (FELDMAN
& NELSON, 1996).

O tratamento de escolha para a piometra € a ovario-salpingo-histerectomia,
uma vez que a infecg¢ao circunscrita na cavidade abdominal leva rapidamente a uma
septicemia, e apenas a retirada cirurgica do utero pode reverter o quadro séptico. Os
animais devem receber terapia de fluido intravenosos e antimicrobianos de amplo
espectro antes da cirurgia. A antibioticoterapia devera continuar por uma semana
apos a retirada do utero infectado (ROBERTS, 1956; CHRISTIANSEN, 1984).

Protocolos de tratamento medicamentosos a base de prostaglandina F2 alfa
(PGF2a) associado a antimicrobianos tém sido proposto por alguns autores
(MEYERS-WALLEN et al, 1986; GABOR et al., 1999), entretanto, ndo s&o

considerados eficazes, pelos riscos de uma ruptura uterina.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Agente etiolégico

A infecgdo bacteriana, embora seja secundaria as alteracdes hormonais, &
determinante no processo infeccioso (NELSON & FELDMAN, 1986).

Bactérias presentes na vagina, trato urinario e intestino alcangam o utero
através de migracdo ascendente, facilitada pela proximidade destes sitios
anatdomicos (NELSON & FELDMAN, 1986).

Além disso, estudos feitos comparando caracteristicas dos microrganismos
isolados de fezes e pus uterino de cadelas, reforcam a hipétese da migracéo fecal-
uterina (JOHNSON et al., 2001a; WADAS et al., 1996; HANGMAN & KUHN, 2002).

O microrganismo geralmente isolado nos processos de piometra é a
Escherichia coli (ASHEIM, 1965; GRINDLAY et al., 1973; SANDHOLM et al.,1975;
ALLEN, 1995; DHALIWAL et al., 1998). A predominéncia de E. coli se deve a
habilidade deste patégeno em aderir a sitios antigénicos especificos no endométrio
estimulado por progesterona (NELSON & FELDMAN, 1986).

No género Escherichia, esta espécie é a de maior significancia e compreende
imensa variedade de grupos e tipos sorologicos (CAMPOS & TRABULSI, 2000).

A E. coli € comensal da microbiota do trato gastrointestinal (TGI) dos animais
de sangue quente, colonizando o coélon ja nas primeiras horas de vida e sao
provenientes da microbiota materna e de fontes ambientais (GYLES, 1993).

Os hospedeiros terdo uma convivéncia de beneficios mutuos com a E. coli, na
dependéncia do equilibrio entre o estado imunoldgico destes e a capacidade de
producdo de fatores de viruléncia, podendo as E. coli ocasionarem infec¢des
localizadas ou sistémicas (GYLES, 1993; FALKOW, 1997).

A capacidade das E. coli de causar doencas foi “construida” durante o
processo evolutivo da espécie, gragas a ganhos genéticos que fizeram com que as
E. coli se tornassem cada vez mais versateis, com uma maior habilidade de
adaptacao a novos sitios anatdbmicos, e conseqlentemente, capacitada a ocasionar
uma ampla variedade de doencas (KAPER et al., 2004).

Os atributos de viruléncia desta espécie sdo especificos de cada patotipo de
E. coli e possibilitam a ocorréncia de diferentes sindromes clinicas em individuos
saudaveis (KAPER et al., 2004).
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Entre as E. coli diarreiogénicas, seis patotipos ja sdo bem caracterizados: E.
coli enteroinvasora (EIEC), E. coli produtora de toxina de Shiga (STEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC) e E. coli de aderéncia difusa (DAEC), que s&o subdivididos pela capacidade
de producao de toxinas e interacdo com células eucarioticas (NATARO & KAPER,
1998).

Além das cepas responsaveis por doencgas gastrointestinais, tem-se isolado
E. coli de diversas infec¢des extra-intestinais em seres humanos e animais. Dentre
as infeccbes extra-intestinais observadas no homem encontram-se infec¢cdes do
trato urinario (ITUs), meningites, pneumonias, osteomielites, infec¢des intra
abdominais e de tecidos moles (EISENTEIN & JONES, 1988; RUSSO & JOHNSON,
2000; JOHNSON & RUSSO, 2002a; JOHNSON & RUSSO 2002b; SMITH et al.,
2007), que séo freqientemente acompanhadas de bacteremia (GRANSDEN et al.,
1990). Em cées, esse grupo de patégenos, tém sido principalmente relacionado as
ITUs e piometras (WADAS et al.,, 1996; YURI et al., 2000; CHEN et al., 2003;
JOHNSON et al., 2003).

Este grupo heterogéneo de desordens ocorridas no homem leva a uma
morbidade coletiva, com queda de produtividade e elevados custos com a Saude
Publica. Entretanto, muitas vezes, estas infecgdes extra-intestinais causadas pelas
E. coli nao chamam a ateng¢ao de 6rgaos da Saude Publica tanto quanto as E. coli
patogénicas intestinais. Isto acontece, provavelmente, por se tratar de doencas que
nao ocorrem em forma de epidemias e ndo envolvem a contaminacao de alimentos
(JOHNSON & RUSSO, 2002a).

Com relacdo a Saude Animal, essa situacado é ainda mais critica, uma vez
que pouca importancia se reserva para infecgbes extra-intestinais, além das ITUs e
piometras.

Tradicionalmente, as E. coli associadas as infecgbes extra-intestinais tém sido
estudas de acordo com seus fatores de viruléncia e os sitios anatdmicos acometidos
(JOHNSON & RUSSO, 2002a). Desta maneira, estes clones patogénicos foram
denominados de UPEC (“Uropathogenic E. coli”), MNEC (“Meningitis-associated
E.coli) e SEPEC (Septicemic E. coli) (WILFERT, 1978; MARTIN et al., 1997).

Recentemente, através de estudos de comparacao fenotipica e genotipica de
E. coli isoladas de diferentes sindromes, sitios anatdémicos e hospedeiros, observou-
se uma similaridade entre estas (JOHNSON et al., 2000a; JOHNSON et al., 2001c).
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Estas novas descobertas fizeram com que Russo e Johnson (2000)
propusessem uma nova designacao para esse grande grupo de E. coli, desta vez,
com uma visdo mais generalista. Desde entdo, essas E. coli tém sido denominadas
de ExPEC (“Extra intestinal pathogenic E. coli”).

As infec¢des do trato urinario sdo as mais frequientes entre as infecgbes extra-
intestinais ocasionadas pelas ExXPEC, tanto nos animais como no homem.
Aproximadamente 15% dos cées desenvolvem esta afeccdo em alguma fase da
vida, e os mais acometidos sdo os animais com menos de dois e mais de seis anos
de idade (BARTGES, 2004; JOHNSON et al., 2003).

Semelhante a infecgdo uterina, as ITUs também sdo usualmente causadas
por bactérias constituintes da microflora intestinal ou trato urogenital baixo
(BARSANTI, 1998). A pielonefrite € um dos exemplos mais comuns de infeccéo
ascendente, ja que o cortex renal € muito mais resistente a infeccao do que a regido
medular, diminuindo as chances de infec¢ao via hematogena (BARSANTI, 1998).

Para o desenvolvimento das infecgbes extra-intestinais pelas E. coli, um dos
fatores importantes € o status do hospedeiro (JOHNSON & RUSSO, 2002a).
Hospedeiros comprometidos com anormalidades anatdmicas ou funcionais de
sistemas de defesa se tornam mais suscetiveis a infecgéo por cepas de E. coli
(JOHNSON & RUSSO, 2002a).

Certamente, o potencial virulento intrinseco das E. coli também tem um papel
determinante no desencadeamento da doenca (JOHNSON, 1991). As ExPEC
exibem uma variedade de fatores de viruléncia (FVs) que Ihes habilitam colonizar as
superficies das mucosas do hospedeiro, evadir os mecanismos de defesas, adquirir
nutrientes essenciais para a sobrevivéncia, lesar ou invadir células do hospedeiro e
estimular uma resposta inflamatéria (JOHNSON, 1991).

Um desses pré-requisitos para a colonizagcéo e infeccdo € a adesédo da
bactéria a célula do hospedeiro, particularmente em um sistema de fluxo, como € o
caso do peristaltismo intestinal, fluxo urinario continuo e contragbes uterinas
(ARCHAMBAUD et al., 1988).

As ExXPEC possuem fatores de aderéncia especificos que Ihes permitem
colonizar diferentes sitios anatémicos (KAPER et al.,, 2004). A aderéncia € um
mecanismo de reconhecimento entre 0 microrganismo e as células do hospedeiro
infectado (JOHNSON, 1991).
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Estes fatores de adesdo compreendem estruturas da superficie celular
bacteriana de morfologia distinta, denominadas fimbrias ou pili. Fimbrias s&o
estruturas filamentosas, de 5 a 10 nm de comprimento, distribuidas na superficie
bacteriana. Alguns grupos de E. coli também produzem adesinas consideradas
afimbriais, porém com as mesmas funcdes (KAPER et al., 2004).

Além da ligacao com receptores especificos das células do hospedeiro,
algumas delas acionam sinais de transduc&o de sinais ou rearranjo do citoesqueleto
e conseqliente morte celular (WRIGHT & HULTGREN, 2006).

A expressdo de determinadas fimbrias é influenciada pelas condi¢cdes de
crescimento “in vitro” como o pH, osmolaridade do meio e temperatura do cultivo
(GAASTRA & GRAAF, 1982).

Um dos testes realizados para caracterizagdo fenotipica é o de
hemaglutinagéo, que classifica a aglutinagéo bacteriana aos eritrcitos de animais e
humanos. Quanto a hemaglutinagdo, as fimbrias de E. coli podem ser classificadas
em trés categorias: hemaglutinagcdo manose resistente, sdo aquelas que nao tem a
aglutinacdo inibida pela D-manose; hemaglutinagdo manose sensiveis, s&o as
fimbrias que tem a aglutinagdo com eritrécitos inibida pela D-manose; e as fimbrias
nao hemaglutinantes (JOHNSON, 1991).

As fimbrias manose sensiveis, também chamadas de fimbria do Tipo |, sédo
comumente encontradas nas ExPEC de origem fecal e urinaria de humanos e
animais (JOHNSON, 1991; SCHILLING et al., 2001). A aderéncia mediada pela
fimbria do Tipo | é bloqueada por D-manose, entretanto, ndo tem influéncia da
temperatura (SCHILLING et al., 2001).

Esta fimbria manose especifica, € composta por uma estrutura helicoidal
formada por repetidas subunidades FimA, ligadas as proteinas FimG e FimF e uma
adesina, FimH, codificada pelo gene fimH (SCHILLING et al., 2001).

A importancia da fimbria do Tipo | na patogenia das infec¢des do trato urinario
ja foi demonstrada (IWAHI et al., 1983), contribuindo para a invasdo das células
epiteliais da bexiga, possibilitando a sua replicacdo com formacado de uma grande
colecéo de bactérias intracelulares. Desta forma, a resisténcia das E. coli em rins e
bexiga e nas infec¢des recorrentes, estaria associada a presenca desta adesina.

A fimbria P é o principal grupo das hemaglutininas manose resistentes e esta

associada principalmente as infecgbes renais. Estas adesinas sdo expressas pelas
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EXPEC em 80% dos casos de pielonefrite e em menos de 20% dos casos de
bacteriuria assintomatica (JOHNSON, 1991).

A fimbria P & um heteropolimero constituido de 10° subunidades helicoidais
polimerizadas, com uma subunidade maior PapA constituindo o corpo da fimbria e
trés subunidades menores (PapE, PapF e PapG) que estdo relacionadas a
aderéncia. PapC e PapD sao responsaveis, respectivamente pela polimerizacao e
transporte das subunidades fimbriais. PapH € requerida para terminacdo e
implantagéo da fimbria na superficie celular (LUND et al., 1988).

Os glicofosfolipideos sdo os principais receptores na célula hospedeira para
as fimbrias P. A molécula PapG da adesina € quem confere especificidade de
ligacdes para os epitopos receptores oligossacarideos Gala1—4Gal@, os quais séo
expressos em abundancia na mucosa do trato urinario. Finalmente, Pap | e Pap B
séo as proteinas envolvidas na ativagao transcripcional do operon (ORSKOV et al.,
1982).

A resposta do organismo hospedeiro para as E. coli fimbrias P* é controlado
pelos dominios de TLR4, que necessitam de co-receptores como, CD14 e MD2. As
E. coli comensais falham nessa ligagdo e em uma consequente ativagdo da resposta
imune inata (SAMUELSSON et al., 2004).

Outra fimbria freqientemente encontrada nas E. coli causadoras de infec¢des
extra-intestinais € a S-fimbria. A meningite neonatal é a sindrome na qual mais se
observa e se associa esta fimbria (LE BOUGUENEC et al., 1992).

A maioria dos casos de meningite neonatal se desenvolve pela via
hematogénica, por meio das E. coli que atravessam a barreira hematoencefalica
(KIM, 2001).

A S-fimbria € uma adesina que tem afinidade pelo terminal da seqiéncia
NeuAca2,3-galactose, presentes nas glicoproteinas. A sequiiéncia sfa esta presente
no cromossomo bacteriano e a proteina codificada por sfa € composta por quatro
subunidades: uma subunidade maior SfaA, e trés subunidades menores (SfaG, SfaS
e SfaH) (HACKER et al., 1993).

Acredita-se que as E. coli sfa® possam aderir-se as células endoteliais de
origem sistémica, incluindo as de origem cerebral, uma vez que esta adesina é
observada em processos de septicemia com grande freqiiéncia (JOHNSON, 1991).

Outra adesina tem sido mais recentemente relacionada as ExXPEC. Descrita

primeiramente em E. coli enterohemorragica O157:H7, a Iha (“IrgA homologue
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adhesin”), foi assim denominada devido a sua homologia com receptores sideroforos
IrgA de outras bactérias Gram-negativas (TARR et al., 2000).

Iha, uma OMP (“Outer Membrane Protein”) € a primeira proteina descrita em
E. coli O157:H7 capaz de conferir fenétipo de aderéncia em E. coli (K12) (amostra
padrdo, ndo aderente) (LEVEILLE et al., 2006).

Johnson & Russo (2005) observaram que Iha tem uma seqiiéncia idéntica a
ORF “R4” (“Open reading frame”) de CFT073, amostra padrao de UPEC, tornando-
se um marcador de viruléncia, encontrado freqlientemente em isolados de ITUs e
bacteremia (KAO et al., 1997). Além disso, observou-se que a presenca de iha em
algumas variedades de EXPEC, pode contribuir para viruléncia, aumentando a
aderéncia destes microrganismos (KAO et al., 1997).

A adesina afimbrial Afa codificada pelo “cluster” afa, é expressa por algumas
E. coli diarreiogénicas e uropatogénicas. Embora sejam denominadas como
afimbriais, parecem possuir uma fina estrutura fibrilar de dificil visualizagéo
(KELLER, et al., 2002).

A citotoxidade € também um mecanismo importante na uropatogenicidade
das Escherichia coli, essencial na lesao de células e tecidos do hospedeiro.

O fator necrotizante citotoxico (CNF), uma toxina primeiramente detectada em
E. coli isoladas de fezes de criangcas com diarréia aguda, induz a formacao de
células multinucleadas em algumas linhagens celulares (Vero, HeLa, HEp-2), causa
necrose em pata de coelho e morte em camundongos quando inoculada via
intraperitoneal (RUSSO & JOHNSON, 2000; BOQUET, 2001).

Sao conhecidos dois tipos de CNF (CNF1 e CNF2). A atividade celular destas
toxinas é direcionada para sua habilidade em modificar a constituicdo da proteina
Rho, uma familia de pequenas GTPases, que regulam a fisiologia do citoesqueleto
celular (BOQUET, 2001) .

O unico gene estrutural que codifica CNF1 (cnf1) é localizado em uma ilha de
patogenicidade (PAIl) cromossomal, a qual tem sido associada a outros genes (hly e
pap). O gene cnf2 é localizado em um plasmidio de alto peso molecular (CAPRIOLI
et al., 1983).

CNF1 é geralmente produzido pelas ExXPEC de humanos e animais com
infeccao do trato urinario (ITU), e € menos freqiente em isolados de fezes de
criangas, animais saudaveis e com diarréia (YURI et al., 1998b; BOQUET, 2001).
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Outra importante toxina descrita em linhagens de ExPEC é a a-hemolisina.
Esta toxina € um membro da familia RTX (“Repeats-in-toxin”), a qual & téxica para
uma variedade de células, através da entrada na membrana plasmatica e geracgéo
de poros transmembranaticos (MAY et al., 2000).

Estudos recentes demonstraram que este fator de viruléncia pode diretamente
induzir apoptose ou necrose em uma variedade de tipos celulares, incluindo
neutréfilos (BHAKDI et al., 1990).

Sendo uma das defesas do organismo hospedeiro a migragdo de neutréfilos
para o 6rgdo acometido, as EXPEC, que sdo patégenos extra-celulares, utilizam
deste mecanismo para impedir a atividade microbiana dos neutréfilos (RUSSO et al.,
2005).

Outro mecanismo de defesa do organismo & a restricdo ao ion ferro,
necessario para o crescimento e metabolismo bacteriano. O ferro é essencial para
toda célula viva, entretanto, encontra-se em pequena disponibilidade para as
bactérias, uma vez que se apresenta ligado as proteinas do hospedeiro. A E. coli
utiliza o ferro para o transporte de oxigénio, sintese de DNA, transporte de elétrons e
metabolismo de peréxidos (SAYLERS & WHITT, 2002).

Para isso, as EXPEC possuem mecanismos envolvidos na aquisicao de ferro
denominados sideroforos, que favorecem o crescimento bacteriano em ambientes
de baixa concentragdo do ion, como no soro e urina (JOHNSON, 1991).

Dois tipos de sideréforos foram descritos nas EXPEC. O sideréforo
aerobactina codificado pelo gene iucD (“iron uptake chelate”) e yersiniabactina
(JOHNSON et al., 1988; SHUBERT et al., 1998).

Linhagens de Yersinia spp. possuem ilhas de patogenicidade de
aproximadamente 40 Kb, que carreiam genes que codificam sistemas de “sequestro”
de ferro denominados vyersiniabactina, requerido pela espécie para expressar
viruléncia (SHUBERT et al., 1998).

Uma caracteristica particular desta ilha de patogenicidade € sua extensa
distribuicdo entre a familia das enterobactérias, incluindo as ExXPEC causadoras de
ITU, septicemia e meningites (JOHNSON & STELL, 2000; KOCZURA &
KAZNOWISKI, 2003).

O sideroforo aerobactina, na forma hidroxamato, tem grande prevaléncia
entre as enterobactéria, sendo os genes responsaveis pela sua sintese situados em

plasmidios ou em cromossomos (BLANCO et al., 1997) .
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Outros genes de viruléncia também tém sua localizagdo em plasmidios. O
plasmidio ColV é responsavel pela expressdo de colicina V, uma substancia ativa
contra diferentes membros da familia Enterobactericeae (RILEY & GORDON, 1996).

Este plasmidio tem sido, contudo, associado a outros determinantes de
viruléncia, incluindo sideréforos, adesinas e resisténcia ao soro. Entre estes se
encontra uma lipoproteina de membrana (TraT), que confere resisténcia ao
complemento e o sideroforo aerobactina (JOHNSON, 1991).

O complemento tem a habilidade de opsonizar e lisar uma grande variedade
de espécies bacterianas. Essa propriedade do hospedeiro constitui um importante
mecanismo de defesa contra infecgdes (ABBAS, 2005).

A proteina TraT, codificada pelo gene plasmidial traT, associado aos
plasmidio R6-5 e ColV é uma OMP de peso molecular de 25,000 daltons e € um dos
maiores genes do operon tra (BINNS et al., 1982).

Aguero et al. (1984) demonstraram que a expresséo do produto do gene tfraT
resulta em restricdo e alteracédo dos padrbes de deposi¢cdo de C3, interferindo
principalmente na opsonizagéo da bactéria.

Outro pré-requisito das EXPEC para causarem infeccbes é a invasao de
células endoteliais. Na meningite bacteriana, a passagem da barreira hemato-
encefalica é determinante na patogénese da doencga (KIM, 2001).

Tem sido demonstrado que a eficiente penetracdo da E. coli através da
barreira hemato-encefalica € mediada por multiplos fatores. Um destes fatores é o
gene ibeA, que codifica uma proteina de 50 KDa, cuja fungéo continua ainda
desconhecida (KIM, 2002).

Linhagens de MNEC quando deletadas para o gene ibeA, sdo menos
eficientes na invasédo de células do endotélio microvascular cerebral, tanto in vitro
quanto in vivo (KIM, 2002).

Receptores para o produto de ibeA tém sido identificados na superficie de
células vasculares cerebrais de humanos e animais. Desta forma, este gene poderia
estar envolvido na invasdao mediada por receptores das células do endotélio
microvascular cerebral (PRASADARO et al., 1999).

Varios dos fatores de viruléncia citados anteriormente sido codificados por
genes cromossomais, muitos destes localizados dentro de ilhas de patogenicidade
(PAl) (HACKER & KAPER, 2000). O conceito de PAI foi primeiramente descrito por
Hacker e colaboradores na década de 1980.
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As ilhas de patogenicidade sdo elementos genéticos méveis formados por
grandes blocos de DNA (>30kb), freqlientemente localizadas adjacentes a genes de
tRNA, contendo sequéncias de insergcdo, integrases e transposases, com um
conteudo G+C diferente do genoma da bactéria hospedeira (SCHMIDT & HENSEL,
2004).

Em linhagens padrdo de ExXPEC, 536 (isolado de pielonefrite) e CFT073
(isolado de urosepsis) foi descrita a presenca de varias PAls (GUYER et al., 1998;
DOBRINDT et al., 2002).

A classificagdo sorologica das E. coli foi realizada primeiramente por
Kauffmann (1947), conforme os antigenos de superficie que apresentam. O antigeno
capsular (K) refere-se aos polissacarideos capsulares que envolvem a parede
celular. O antigeno somatico (O) é composto pelos lipopolissacarideos presentes na
membrana externa das bactérias Gram negativas, sendo o antigeno flagelar (H)
estrutura de natureza protéica (ORSKOV & ORSKOV, 1992).

Para o estudo epidemiolégico destes microrganismos sdo pesquisados 0s
grupos O e H que geram inumeros sorotipos (O:H) (ORSKOV & ORSKOV, 1992).

Diversos sorogrupos de E. coli relacionados aos genes de viruléncia descritos
acima, tém sido isolados de infecgbes extra-intestinais no homem e nos caes.
Dentre os sorogrupos mais encontrados estdo 02, 04, 06, 011, 025, O75 e 0102
(GRINDLAY et al., 1973; ORSKOV et al., 1982; JOHNSON et al., 1994; YURI et al.,
1998b).

O uso indiscriminado e constante de antimicrobianos na Medicina Humana e
Veterinaria tem determinado o aumento da resisténcia bacteriana, interferindo no
tratamento efetivo das infecgdes provocadas por estes agentes.

A resisténcia as drogas pode surgir a partir da selecdo de bactérias que
sofreram mutacdo ou daquelas que apresentaram uma recombinagdo genética
(transformacao, conjugacéao ou transcricao) (BRYAN, 1988; CHOPRA, 1989).

A resisténcia bacteriana as drogas é considerada um sério problema de
Saude Publica. Este mecanismo bacteriano pode ser transferido de diversas
maneiras, podendo estabelecer-se entre microrganismos de uma mesma populacéo
ou de diferentes populagcdes, como da microbiota animal para humana e vice-versa
(BRYAN, 1988).

As bactérias podem manifestar resisténcia as drogas através de uma

variedade de mecanismos. Algumas espécies séo resistentes a todos os membros
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de uma classe de antimicrobianos, muitas vezes devido a resisténcia adquirida por
pressao seletiva do uso deste agente (CHOPRA, 1989).

Alguns destes mecanismos de resisténcia podem ser difundidos entre
géneros bacterianos, como no caso de organismos que adquirem genes
codificadores de enzimas (B-lactamases) que destroem o agente bacteriano, ou
genes que alteram a parede celular bacteriana, bloqueando o sitio ligante do agente
(BRYAN, 1988).

Por razdo da difusdo de resisténcia bacteriana, muitos microrganismos tém se
tornado multiresitentes, isto é, resistentes a mais de trés antimicrobianos, causando
uma séria preocupacao, principalmente em hospitais e outras instituicdes de saude
(TENOVER, 20086).

Varios trabalhos de pesquisa relacionam a participacdo das ExXPEC em
processos de infecgdo do trato urinario em caes e humanos, além de infec¢des extra
intestinais em humanos (EISENTEIN & JONES, 1988; RUSSO & JOHNSON, 2000;
JOHNSON & RUSSO, 2002a; JOHNSON & RUSSO 2002b; SMITH et al., 2007). Ha,
entretanto, poucos estudos epidemioldgicos relacionando a presenga deste
patdgeno em animais com piometra, e/ou a sua associagéo com infecgdes urinarias.

Chen et al. (2003) na Australia e Coggan et al. (2004) no Brasil realizaram
estudos parciais acerca da caracterizagéo genotipica de amostras de E. coli isoladas
de cadelas com piometra.

Foi, portanto, o foco deste estudo a caracterizacdo de amostras de E. coli
isoladas concomitantemente de pus e urina de cadelas com piometra, atendidas em
Servico de Ginecologia de Hospital Veterinario. Neste trabalho de pesquisa, a
caracterizagdo genotipica empregada, seguiu os protocolos obtidos junto ao Dr.
James R. Johnson (Medical Service, VA Medical Center, and Department of
Medicine, University of Minnesota, Minneapolis, Minessota), para as amostras de
ExPEC humanas.
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3. OBJETIVO

Tendo em vista a importancia das ExXPEC como agentes causadores de ITU e
piometra, o objetivo deste trabalho foi pesquisar bactérias em pus e urina de cadelas
com piometra, com especial interesse na avaliagdo dos perfis de viruléncia das
amostras de E. coli, correlacionando-os com os sorotipos e a resisténcia a agentes

antimicrobianos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais

Um total de 32 cadelas com diagnéstico de piometra, escolhidas
aleatoriamente, foram selecionadas para este estudo.

Os animais eram oriundos de regides distintas da cidade de Sado Paulo e
deram entrada no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade de S&o Paulo (USP), no periodo de julho a dezembro de 2006.
Durante a triagem verificou-se que 30 animais tiveram a idade relatada e
encontravam-se entre 3 e 14 anos, sendo a média etaria 7 anos. Com ralacao as
racas, 12 animais nao apresentavam racga definida e os outros 20 animais estavam
distribuidos em 12 racas diferentes, ndo havendo predominéncia de nenhuma delas
(Tabela 1).

Apo6s a deteccao de sinais clinicos de infecgdo como: prostragéo, vémitos,
inapeténcia, hipertermia ou hipotermia, associado ao histérico do paciente, todos
eram encaminhados para o setor de obstetricia com a suspeita de piometra.

Através da ultra-sonografia abdominal constatou-se aumento do volume
uterino, com presenca de conteudo intra-luminal. Por se tratar de casos que exigiam
cirurgia iminente, os pacientes eram encaminhados para o centro cirurgico para a
realizagéo da ovario-salpingo-histerectomia.

Alguns caes, ja haviam sido medicados com antimicrobianos no periodo pré-
cirargico, sendo as drogas mais utilizadas, enrofloxacina, metronidazol, doxiciclina e

a associagao de enrofloxacina+metronidazol.
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4.2. Colheita de material

Amostras de pus e urina foram colhidas de maneira asséptica através,
respectivamente, de puncéao uterina e cistocentese. Para a colheita da urina utilizou-
se uma seringa de 10 mL e uma agulha descartavel de pequeno calibre (13X4,5), ja
para a pungéo uterina, uma seringa do mesmo volume foi utilizada, porém, com uma
agulha de grosso calibre (40X16) para aspiragdo do material purulento (Figura 2).

Seguindo-se a colheita, o material foi mantido em caixa térmica resfriada, e

semeado no prazo maximo de seis horas apds a colheita.

Figura 2. Utero infectado exposto durante a cirurgia para a realizacdo de pungéo
uterina para coleta do pus intra-lumina.



Tabela 1. Caracteristicas e estado clinico das cadelas com diagnéstico de

piometra utilizadas na pesquisa.

No. Racae Idobde Sinais clinicoc

Animal

1 SRD 14a Secrecao vulvar, hipertermia, inapeténcia

2 Cocker 05a Aumento de volume abdominal, vémito, febre

3 Yorkshire 05a Aumento de volume abdominal, secregdo vulvar, hipertermia
4 Cocker 04a Secrecao vulvar, hipertermia, inapeténcia

5 SRD 06a Prostracéo, inapeténcia, secregéo vulvar, hipertermia
6 Cocker 10a Hipertermia, secregéo vulvar, vémito

7 Pinscher 07a Hipertermia, secregéo vulvar, vémito

8 Boxer 05a Secregao vulvar, hipertermia, inapeténcia, vémito
9 Husky 1Ma Hipotermia, aumento de volume abdominal

10 Pitbull 04a Hipertermia, secregéo vulvar, vémito

11 SRD NR Prostragéo, inapeténcia, secregéo vulvar

12 Rottweiller 04a Hipertermia, polidria, polidipsia

13 Teckel 06a Secregao vulvar, hipertermia

14 Dog alemdo 07a Diarréia, vémito, hipertermia, secregéo vulvar
15 SRD 08a Aumento de volume abdominal, hipotermia, voémito
16 SRD 09a Polidria, polidipsia, hipertermia

17 Cocker 04a Secregao vulvar, hipertermia, politria, polidipsia
18 Rottweiller 08a Vomito, diarréia, prostragao, inapeténcia

19 Poodle 09a Hipotermia, aumento de volume abdominal

20 Poodle 06a Secregao vulvar persistente

21 SRD 05a Secregao vulvar, hipertermia, politria, polidipsia
22 SRD NR Diarréia, vomito, hipertermia, secregao vulvar
23 Maltés 03a Secregao vulvar, hipertermia, inapeténcia

24 SRD 10a Secregao vulvar persistente

25 SRD 12a Secregao vulvar, hipertermia

26 SRD 10a Aumento de volume abdominal, politria, polidipsia
27 Poodle 05a Prostragéo, secregdo vulvar, hipertermia

28 Boxer 13a Vomito, inapeténcia

29 SRD 06a Hipertermia, secregéo vulvar

30 Labrador 08a Hipertermia, secregéo vulvar, vémito

31 Pitbull 07a Letargia, diarréia, hipertermia, aumento de volume abdominal
32 SRD 08a Voémito, diarréia, prostracéo, inapeténcia

ZSRD, sem raga definida.
Idade em anos de vida.
“Sinais clinicos baseados na anamnese feita com o proprietéario e na avaliago fisica.
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4.3. Isolamento e identificagdo bacteriana

A semeadura para a avaliagédo microbiologica qualitativa das amostras de pus
e urina ocorreu em meio rico, caldo e agar BHI (Difco™) e meio seletivo para
enterobactérias, agar MacConkey (Difco™), que foram incubados a 37°C, durante
24-48 horas. Os caldos com turvagao foram repicados nos mesmos meios sélidos,
utilizando-se os periodos e temperatura de incubacgéo ja referidos. A avaliacéo
quantitativa, considerada padrao de referéncia para infec¢gdo do trato urinario
(BARTGES, 2004; LULICH & OSBORNE, 2004), determinou o numero de colbnias
bacterianas (unidades formadoras de col6nias - UFC) por mililitro de urina. A
quantificacéo bacteriana na urina foi feita em duas placas de agar BHI (Difco™),
através da semeadura e espalhamento com alga de Drigalski de 10uL e 100uL de
urina, respectivamente. A interpretagdo dos resultados obtidos nas avaliagdes
quantitativas foi realizada conforme o preconizado por Polzin (1994) (Tabela 2).

A identificagdo das amostras isoladas foi realizada de acordo com técnicas
rotineiras de identificagcado bioquimica (KONEMAN et al., 1997), incluindo os “kits” de
identificacéo bioquimica EPM, MiLi, Citrato (Probac™) e kit para a identificacao de
Enterococcus spp. (Probac™).

As amostras de E. coli foram estocadas a -70°C em meio BHI acrescido de

glicerol a 80% em uma proporgéo de (1:1).

TABELA 2: INTERPRETAGAO DA AVALIAGAO QUANTITATIVA DAS CULTURAS BACTERIANAS DE URINA

DE CAES E GATOS

Interpretacao dos resultados obtidos na cultura (UFC/mL)*

Significante Suspeito Contaminante
Método de colheita de urina Caes Gatos Caes Gatos Caes Gatos
Cistocentese >1.000 >1.000 100-1.000 100-1.000 <100 <100
Cateterizacao >10.000 >1.000 1.000-10.000 100-1.000 <1.000 <100
Micgdo Voluntaria >100.000 >10.000 10.000-90.000 1.000-10.000 <10.000 <1.000
Compressdo manual >100.000 >10.000 10.000-90.000 1.000-10.000 <10.000 <1.000

*Unidades formadoras de colénia por mililitro de urina.
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4.4. Antibiograma

A técnica de disco difusdo adotada como metodologia de referéncia pelo
NCCLS (1997) (“National Committee for Clinical Laboratory Standards”), foi utilizada
para a determinac&o de sensibilidade e resisténcia das bactérias isoladas.

Foram selecionados antimicrobianos de diferentes classes, de acordo com a
sua utilizacdo na Medicina Veterinaria e agdo sobre os agentes microbianos. Os
seguintes agentes antimicrobianos (Cefar™) e suas respectivas concentragdes por
disco (ug) foram utilizados: ampicilina (10), amoxiciclina (30), cefalexina (30),
cefotaxima (30), cefoxitina (30), ceftiofur (30), ciprofloxacina (5), cloranfenicol (30),
doxiciclina (30), enrofloxacina (5), estreptomicina (10), gentamicina (10), penicilina G

(10), tetraciclina (30), trimetoprim-sulfadiazina (25) e nitrofurantoina (300).

4.5. CARACTERIZAGAO FENOTIPICA DAS AMOSTRAS DE E. coli

4.5.1. Sorotipagem das amostras de E. coli

Todas as amostras de E. coli isoladas de pus uterino e urina de cadelas com
piometra, foram testadas para os antigenos somaticos (O) e flagelares (H) pela
Profa. Dra. KINUE IRINO no Instituto Adolf Lutz (IAL), centro de referéncia para
sorotipagem de E. coli no Brasil, sendo submetidas a testes de aglutinagéo

utilizando-se os anti-soros O1 ao 0181 e H1 ao H56.

4.5.2. Pesquisa da expressdo de a-hemolisina (HlyA) e Enterohemolisina

(Ehly) pelas amostras de E. coli

A pesquisa da expressao de HIyA e Ehly foi realizada conforme a técnica
descrita por Beutin (1991). Ap6s serem cultivadas em “Tryptic Soy Broth” - TSB
(Difco™) por 18 horas a 37°C, 2uL do cultivo das amostras foram inoculados em
placas de meio base para agar sangue (Difco™), acrescido de CaCl,a 10mM e 5%
de sangue desfibrinado de carneiro, lavado trés vezes em tampéo de salina-fosfato
(PBS pH7,4). As placas foram incubadas por 3 horas a 37°C para a pesquisa de a-
hemolisina e por 24 horas, sob a mesma temperatura, para a pesquisa de Ehly. A
hemolise foi verificada pela presenca de um halo claro hemolitico circundando as
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colonias positivas. As amostras JJ079 e EDL933 foram utilizadas como padrao

positivo e JJO55 como padréo negativo.

4.6. CARACTERIZAGAO GENOTIPICA DAS AMOSTRAS DE E. coli

4.6.1. Pesquisa de fatores de viruléncia de E. coli pela técnica de PCR-

Monoplex

Foi realizada a técnica de PCR (“Polimerase Chain Reaction”) para pesquisa
de diferentes genes que codificam fatores de viruléncia reconhecidos de ExPEC.
Esta técnica descrita por Karis Muller na década de 80, baseia-se na amplificagao
exponencial de uma determinada regido cromossOmica, através da marcacao feita
por iniciadores especificos que reconhecem aquela seqiiéncia de DNA. Em uma
primeira fase do experimento, foram pesquisados genes associados a expressao de
adesinas (sfa, afa, papC, papEF e iha); sideréforos (iucD e fyuA) e toxinas (cnf1 e
hlyA).

Foram preparadas reacdes de 50 pL contendo: S5uL de DNA molde lisado por
fervura a 10 minutos; 1,5U de Tag DNA polimerase em 10X PCR Buffer; 1,5 mM de
MgCl,; 02mM (cada) de dATP, dGTP, dCTP e dTTP; 20pmol para os iniciadores de
iucD, afal, pap e sfa e 30pmol para os iniciadores de hlyA, cnf1, fyuA e iha, e agua
mili-Q gsp (LE BOUGUENEC et al., 1992; HUANG et al., 1995; YAMAMOTO et al.,
1995; JOHNSON et al., 2000b; JOHNSON & STELL, 2000).

A suspenséo foi aquecida a 94°C, por 3 minutos, sendo entdo submetida a 30
ciclos térmicos nas seguintes condigdes: 94°C por 1 minuto para separacgéo das fitas
de DNA, 63°C a 30 segundos na fase de anelamento, 72°C para atividade da Taq

DNA Polimerase (extensao) e um ciclo de extensao final de 7 minutos.
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4.6.2. Pesquisa de fatores de viruléncia de E. coli pela técnica de PCR-

Multiplex

Outros genes foram pesquisados em conjunto em reacdes de PCR Multiplex.
Para isso foram feitos dois “pools” de genes, um primeiro para malX (marcador para
PAI lcrro73); adesina do Tipo |, (fimH) e a invasina, (ibeA). O segundo para o
marcador do plasmidio ColvC, (cvaC) e a proteina de membrana externa, (TraT)
(JOHNSON & STELL, 2000). Para realizagdo da técnica, uma reacao com volume
final de 25uL contendo um “mix” de 4mM de MgCl,. 0,8 mM de cada dNTPs; 1,25U
de AmpliTaq Gold em 10X PCR Buffer (Roche); 0,6 uL de cada iniciador e agua mili-
Q gsp, foram adicionados a 2uL de DNA molde, lisado por fervura.

Para amplificacdo dos genes pesquisados esta suspensdo foi submetida a
uma ativacao inicial a 95°C por 12 minutos, seguida por 25 ciclos a 94° C por 30
segundos na fase de desnaturacao, 63°C por 30 segundos para anelamento das
fitas, 68°C para extensido das novas fitas e 72°C durante 10 minutos para extensao
final.

Na tabela 3 esta a relagdo das amostras padrao utilizadas na técnica da PCR.

Na tabela 4 estdo descritas as seqiéncias dos iniciadores, temperatura de

anelamento, tamanho dos fragmentos e suas respectivas referéncias.

4.6.3. Eletroforese em gel

Ap6s os ciclos de amplificacdo na PCR, uma aliquota de 5uL da amostra foi
adicionada a 1uL de tampéo de ressuspensdo para uma corrida eletroforética a
100W por uma hora em gel de agarose a 2% (BIO BASIC INC.). Em seguida, o gel

foi corado com brometo de etidio, sendo realizada a leitura em transluminador UV.
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Tabela 3. Designacéo, fator de viruléncia, sorogrupo ou sorotipo e procedéncia das amostras
utilizadas como padrio na técnica de PCR.

Designacgao Sorogrupo ou
Fator de Viruléncia Origem
da Amostra Sorotipo
K12c600 controle negativo NF' Silveira WD, Brasil
Johnson JR, EUA
JJ055 controle negativo NF’
isolado fecal humano de paciente saudavel,
derivado de K12
Yamamoto S, Japao
Cc7 pap, sfa, cnf 1, hly 018: K1:H7
isolado de cisitite
Yamamoto S, Japao
C149 afa 1, aer, hly O75:H5
isolado de cisitite
Johnson JR, EUA
JJo79 pap, sfa, fimH, hly, cnf1, fyuA, traT 0O4:K-:H5
isolado de pielonefrite, Seattle, WA
Johnson JR, EUA
BUTI 3-1-4 sfa, hly, cnf1, fyuA, traT, ibeA, PAI O18ac:K1:H7
isolado de urosepsis, Seattle, WA
Johnson JR, EUA
BUTI 1-7-6 fimH, fyuA, cvaC, traT 09: K34:H-
isolado de urosepsis, Seattle, WA
Johnson JR, EUA
BUT 1-5-1 pap, sfa, iha, fimH, fyuA 02:K5:H1

isolado de urosepsis, Seattle, WA

Legenda: 1. NF — ndo fornecido
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Tabela 4. Iniciadores, temperaturas de anelamento e tamanho dos fragmentos amplificados nas
reagOes de PCR realizadas com as amostras de E. coli isoladas de piometra.

A o Temp. Amplicon .
Sequéncia (5- 3') on pb Referéncia
Genes Comentarios (°C) (pb)
(Adesinas)
papC (f) . . GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG
papC (r) E;'%Sp?zﬁj%z?rﬁg ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA 63 328 LE BOUGUENEC et al., 1992
papE (f) S GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT
papF (1) Fimbria P AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA 63 336 YAMAMOTO et al., 1995
sfaD (1) S CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC
sfaE (1) Fimbria S CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 63 410 LE BOUGUENEC et al., 1992
afaB (1) . N GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC
afaC (1) Adesina afimbrial CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG 63 750 LE BOUGUENEC et al., 1992
fimH (f) i . TGCAGAACGGATAAGCCGTGG
fimH (1) Fimbria do tipo 1 GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA 63 508 JOHNSON et al., 2005
iha (f) Adesina CTG GCG GAG GCT CTG AGA TCA
iha (r) reguladora de ferro TCC TTA AGC TCC CGC GGC TGA 63 827 JOHNSON et al., 2005
(Toxinas)
onf1 (7 Fator necrotizante ~ AAGATGUAGTITCCTATGCAGGAG 63 498 YAMAMOTO et al., 1995
cnf1 (1) citotoxico CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT
hly (f) - AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT
hly (1) a-hemolisina ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA 63 1177 YAMAMOTO et al., 1995
(Evasinas)
traT (f) Proteina de GGT GTG GTG CGA TGA GCA CAG
raT () o brans CAC GGT TCA GCC ATC COT GAG 63 290 JOHNSON et al., 2005
cvac (f) Resisténcia CAC ACA CAA ACG GGA GCT GTT
cvaC (r) antibiotica CTT CCC GCA GCA TAG TTC CAT 63 680 JOHNSON et al., 2005
(Sideroéforo)
iucD (f) . TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT
iucD(r) Aerobactina AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG 63 602 YAMAMOTO et al., 1995
fyuA (f) - . TGA TTA ACC CCG CGA CGG GAA
FruA (1) Yersiniabactina CGC AGT AGG CAC GAT GTT GTA 63 880 JOHNSON et al., 2005
(Invasina)
. . AGG CAG GTG TGC GCC GCG TAC
ibeA (1) Invasgo do TGG TGC TCC GGC AAA CCA TGC 63 170 JOHNSON et al., 2005
ibeA (r) endotélio cerebral

(llha de patogenicidade)

malX (f)
malX (r)

PAI IcFro7s

GGA CAT CCT GTT ACA GCG CGC
TCG CCA CCA ATC ACA GCC GAA

63

925

JOHNSON et al., 2005
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5. RESULTADOS

5.1. Isolamento bacteriano

Considerando as 32 cadelas pesquisadas, houve crescimento bacteriano em
vinte e sete (84%) amostras de pus e sete (22%) amostras de urina (Figura 3 e 4).

Cinco (15,6%) animais n&o apresentaram crescimento bacteriano nas
amostras de pus e urina. Em outros vinte (62,5%) individuos n&o se obteve
isolamento bacteriano nas amostras de urina, embora bactérias tenham sido
recuperadas de pus (Tabela 5).

Destas 27 amostras de pus com crescimento bacteriano, foram identificadas
25 (92,6%) culturas puras de E. coli uma (3,7%) cultura pura de Serratia
liquefaciens e uma (3,7%) cultura mista de E. coli e Serratia liquefaciens (Tabela 5).

Com relagcdo a urina, todas as contagens bacterianas estiveram acima de
100.000UFC/mL de urina, caracterizando-se processo de infecgdo urinaria.

Das sete amostras com crescimento positivo em urina, apena uma (14%)
apresentou cultura mista de E. coli e Enterococcus faecalis, tendo as demais

culturas puras de E. coli (Tabela 5).

S fiquifaciens

Sem crescimento

Figura 3. Resultado do isolamento bacteriano obtido nas amostras de pus das 32
cadelas com piometra.
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BE coli
E coli+E. forcalls

Sem crescimento

Figura 4. Resultado do isolamento bacteriano obtido nas amostras de urina das 32
cadelas com piometra.

3%
mE. coff
WS liquifaciens

B L foccalis

Figura 5. Percentual de bactérias entre os 28 isolados de pus e oito isolados de
urina de cadelas com piometra.
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Todos os animais que tiveram isolamento de E. coli na urina apresentaram,
concomitantemente, culturas puras de E. coli no pus uterino (Tabela 5).

As E. coli predominaram entre os animais estudados com um total de 33
(92%) isolados (26 isolados de pus e 7 isolados de urina) (Tabela 5) (Figura 5).

As caracteristicas bioquimicas predominantes nos 33 isolados E. coli
provenientes de pus e urina foram: producdo de gas (97%), motilidade (82%),
producéo de Indol (100%) e dexcarboxilacédo da Lisina (94%).

A maioria dos animais medicados com antimicrobianos dias antes da cirurgia
apresentou isolamento bacteriano no pus, 0 mesmo n&o ocorrendo com relagéo a

urina (Tabela 5).



Tabela 5. Tratamento antibidtico pré-cirurgico e crescimento bacteriano em pus e
urina das 32 cadelas com piometra estudadas.

Antimicrobiano Pré-cirurgico

Crescimento Bacteriano

No. Animal
Principio ativo Te_m_po de_
administragao Pus Urina
1 Enrofloxacina 6 Serratia SC
liquefaciens
2 Enrofloxacina 2 E. coli SC
E.coli/
3 Enrofloxacina NR E. coli Enterococcus
faecalis
4 Enrofloxacina SC SC
5 Enrofloxacina SC SC
6 NR NR E. coli SC
7 NR NR E. coli E.coli
8 Enrofloxacina 1 E. coli SC
9 NR NR SC SC
10 Enrofloxacina 2 E. coli E. coli
1" Enrofloxacina NR E. coli SC
12 Metronidazol 3 E. coli SC
13 NR NR E. coli SC
14 NR NR E. coli E. coli
15 Metronidazol+ NR E. coli SC
Enrofloxacina
16 NR NR E. coli SC
17 Enrofloxacina 3 E. coli SC
18 NR NR SC SC
19 Enrofloxacina NR SC SC
20 Enrofloxacina NR E. coli SC
21 Doxiciclina 2 E. coli SC
E. coli/
22 NR NR Serratia E. coli
liquefaciens
23 Enrofloxacina 1 E. coli SC
24 NR NR E. coli SC
25 NR NR E. coli E. coli
26 NR NR E. coli SC
27 NR NR E. coli SC
28 NR NR E. coli SC
29 NR NR E. coli E. coli
30 Enrofloxacina 2 E. coli SC
31 Enrofloxacina 1 E. coli SC
32 NR NR E. coli SC

NR - nao relatado; SC — sem crescimento.

36
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5.2. Antibiograma

Foram estudadas 36 culturas bacterianas quanto a sensibilidade aos
antimicrobianos. 100% dos isolados mostraram-se resistentes a penicilina.

A ampicilina e a tetraciclina também apresentaram um alto percentual de
amostras resistentes com 64% e 58%, respectivamente. Excluindo-se as drogas
trimetoprim+sulfadiazina e estreptomicina as quais, respectivamente, 36% e 33%
das bactérias foram resistentes, o restante dos antimicrobianos demonstrou boa
efetividade in vitro, entre eles, amoxiciclina (80,5%), cefalexina (97%), cefotaxima
(100%), ceftiofur (100%), cefoxitina (86%), ciprofloxacina (100%), cloranfenicol
(94%), doxiciclina (75%), enrofloxacina (94%), gentamicina (94%), e nitrofurantoina
(92%) (Tabela 6).

A multiresisténcia foi observada em nove (25%) das trinta e seis amostras
testadas, e proporcionalmente, foi semelhante com 26% de isolados multiresistentes
obtidos da urina e 26% do pus.

Na tabela 6 estdo representados os resultados do teste de sensibilidade aos
antimicrobianos de todas as bactérias isoladas.

Entre as 33 culturas de E. coli, as provenientes da urina apresentaram um
perfil de resisténcia semelhante quando comparadas com as obtidas do pus (Figura
6). Como as outras bactérias isoladas neste estudo, 100% das E. coli foram
resistentes a penicilina G, apresentando também alta resisténcia a ampicilina (64%),
uma outra droga B-lactdmica. Entre as drogas que apresentaram diferencas no
percentual de resisténcia entre as amostras isoladas de pus e urina, a
trimetropim+sulfadiazina foi a que mais se destacou com 57% de isolados
resistentes na urina e 31% no pus, seguidos pela estreptomicina com 35% de
isolados no pus e 14% na urina, e a amoxiciclina que teve 11% e 28% de isolados
resistentes de pus e urina, respectivamente (Figura 6).

Os antimicrobianos que alcangcaram um melhor resultado in vitro entre as
amostras de E. coli foram: cefalexina (100%), cefotaxima (100%), ceftiofur (100%),
cefoxitina (97%), ciprofloxacina (100%), cloranfenicol (94%), enrofloxacina (94%),
gentamicina (94%) e nitrofurantoina (97%) (Tabela 6).

Entre as tetraciclinas, as cepas de E. coli mostraram-se mais sensiveis a
doxiciclina com 76%, para apenas 36% de amostras sensiveis a tetraciclina (Figura
6).
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As duas cepas de Serratia liquefaciens obtidas do pus uterino apresentaram
um perfil distinto de sensibilidade aos antimicrobianos. A cepa n° 22/2, isolada de
cultura mista, associada a uma amostra de E. coli apresentou resisténcia apenas a
penicilina G (Tabela 6). Ja a cepa isolada de cultura pura de pus do animal niumero 1
foi resistente a seis das drogas testadas, entre elas, ampicilina, penicilina G,
amoxiciclina, cefalexina, cefoxitina e nitrofurantoina (Tabela 6).

A Unica amostra de Enterococcus faecalis isolada de cultura mista da urina
apresentou resisténcia a cefoxitina, trimetoprim-sulfadiazina e penicilina G (Tabela
6).
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Figura 6. Percentual de resisténcia das E. coli isoladas do pus e urina de cadelas
com piometra.

5.3. Sorotipagem

Os resultados da sorotipagem das E. coli revelaram heterogeneidade entre os
isolados. Das 33 amostras de E. coli, 22 foram O-tipaveis e distribuidas em seis
sorogrupos e nove sorotipos (Tabela 7).

O sorotipo mais prevalentes foi O25:H4 identificado em sete animais (32%),
seguidos pelos sorotipos O6:H1 e O83:H31 isolados de quatro e trés cadelas,
respectivamente. Duas amostras foram sorotipadas como O6:H-, o restante dos
sorotipos (022:H5, O83:H27 e 091:H28) foi observado em um unico animal (Tabela
7).

Com excecédo do animal de numero 14, todas as E. coli isoladas de pus e

urina do mesmo animal, apresentaram o mesmo sorotipo (Tabela 10).
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5.4. Fatores de viruléncia

Todas as 33 cepas de E. coli isoladas foram positivas para pelo menos um
dos genes testados. Por outro lado, os genes afal e cvaC (marcador do plasmidio
ColV) nao foram detectados em nenhuma das amostras (Tabela 8).

Entre as adesinas, a fimbria do Tipo | (fimH) foi a mais prevalente (100%),
seguida da S-fimbria, presente em 71% dos isolados de urina e 54% dos de pus. Ja,
as sequéncias de papEF e papC, estiveram presentes predominantemente em
cepas isoladas de pus (27%), contra 14% em urina. A adesina |ha foi a menos
prevalente e foi positiva em apenas quatro (15%) amostras isoladas do pus uterino e
em uma (14%) da urina. Esta adesina, associada primariamente a PAl | de CFTO073,
esteve relacionada ao gene marcador desta ilha (malX) em trés amostras (60%).

Outros genes associados a esta ilha de patogenicidade foram cnf1 e hlyA
ambos observados, respectivamente, em 6 (23%) isolados de pus e um (14%) de
urina e relacionados em 75% das vezes a PAl pesquisada. Todas as amostras hlyA*
demonstraram atividade hemolitica no teste in vitro (Tabela 7) (Figura 7).

Dos sideroforos pesquisados, fyuA (94%) foi mais prevalente do que iucD
(12%) (Tabela 8). O gene que codifica aerobactina (iucD) foi observado em
percentual semelhantes nos isolados de urina (14%) e de pus (11%), mantendo uma
correlagcdo de 75% com a PAIl Icero73 (Tabela 7). Em apenas duas cepas, néo foi
detectado gene relacionado a sideréforo (n°24 e n°30) (Tabela 7).

As E. coli ibeA” estiveram presentes em 100% dos isolados de urina, contra
58% das cepas isoladas de pus (Tabela 8), entretanto, em todos os animais que
tiveram isolados de urina ibeA*, apresentaram também nos isolados de pus este
gene (Tabela 7).

Com relagdo a evasina estudada (traT) foi observado uma proporcao
semelhante de positividade entre as amostras de pus (31%) e urina (29%) (Tabela
7).

A ilha de patogenicidade pesquisada, PAI | de CFTQ73, foi detectada em 19
(57%) do total, prevalecendo nas amostras de urina, com cinco (71%) amostras
positivas (Tabela 8).

A associagcdo de mais do que dois fatores de viruléncia ocorreu em 31
cepas, sendo 24 de pus e sete isolados de urina, chegando até a nove FVs em duas
(8%) das 24 amostras de piometra e oito fatores de viruléncia em duas (28%) das
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sete amostras de urina. A associacdo de sfaffimH/malX/fyuA/ibeA foi a mais
prevalente com nove isolados apresentando este perfil, sendo que seis foram
encontrados em pus e trés em urina (Tabela 9).

Sete animais tiveram o isolamento concomitante de E. coli no pus e na urina
(Tabela 10). Com excegéo dos isolados de um animal que apresentaram sorotipos
distintos, as amostras obtidas de pus e urina dos mesmos animais foram
classificadas em um mesmo sorotipo, apresentando fatores de Vviruléncia
semelhantes ou idénticos, além de demonstrarem um padrdo parecido de
sensibilidade aos antimicrobianos testados (Tabela 10).

Nas figuras 7, 8, 9 e 10 sdo demonstradas fotos de corrida eletroforética com
produtos de PCR realizado com amostras de E. coli isoladas de pus e urina de

cadelas com piometra.

Figura 7. Resultado do teste de produgao de hemolisina. (A) leitura com 3 horas e
(B) leitura com 24 horas.
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Tabela 8. FreqUéncia dos genes associados a viruléncia nas E. coli isoladas de pus

e urina de cadelas com piometra

Gene Prevaléncia de genes em isolados de E.
coli
Piometra Urina Total
(n=26) (n=7) (n=33)
Adesinas n°(%) n°(%) Nn°(%)
Sfa 14 (54%) 5(71%) 19 (56%)
fimH 26 (100%) 7 (100%) 33 (100%)
papC 7 (27%) 1 (14%) 8 (24%)
PapEF 7(27%) 1 (14%) 8 (24%)
lha 4 (15%) 1 (14%) 5 (15%)
afa 0 0 0
Toxinas
cnfl 6 (23%) 1 (14%) 7 (21%)
hlyA 6 (23%) 1 (14%) 7 (21%)
Siderdforos
fyuA 24 (92%) 7 (100%) 31 (94%)
iucD 3 (11%) 1 (14%) 4 (12%)
Invasinas
ibeA 15 (58%) 7 (100%) 22 (67%)
Evasinas
traT 8 (31%) 2 (28%) 10 (30%)
cvaC 0 0 0
PAI I crro73
malX 14 (54%) 5(71%) 19 (57%)
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Figura 8. Foto de corrida eletroforética com produto
de PCR de amostras de
E. coli isoladas de pus e urina de cadela com
piometra para o gene aer. Canaletas 1, 2 e 3
correspondem ao padrao de peso molecular de 1 kb
plus, controles positivos e negativos para aer.
Canaletas 4 e 5 correspondem a amostras positivas
para aer. Canaletas 6, 7 e 8 correspondem a

amostras negativas para este gene.

c7? k12® 27* 12° 2% 23]

Ladder’
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Figura 10. Foto de corrida eletroforética com

produto de PCR de amostras de E. coli isoladas
de pus de cadelas com piometra para o gene
papEF. Canaletas 1 e 8 correspondem ao padréo
de peso molecular de 1Kb plus. Canaletas 2 e 3
correspondem aos controles positivos e
negativos para papEF. Canaletas 4, 6 e 7
correspondem a amostras positivos para papEF.
Canaleta 5 corresponde a amostra negativa para
este gene.

Figura 9. Foto de corrida eletroforética com
produto PCR de E. coli isolada de pus e urina
de cadela com piometra para o gene cnf1.
Canaletas 1 e 8 correspondem ao padrao de
peso molecular de 1Kb plus. Canaletas 2 e 3
correspondem aos controles positivos e
negativos para cnff. Canaletas 6, 7 e 8
correspondem a amostras positivas para cnf1.
Canaleta 7 corresponde a amostra negativa

para este gene

)
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Figura 11. Foto de corrida eletroforética com
produto de PCR de amostras de E. coli isoladas
de pus e urina de cadelas com piometra para o
gene a-hly. Canaletas 1 e 5 correspondem ao
padrdo de peso molecular de 1 Kb plus.
Canaletas 2 e 3 correspondem aos controles
positivos e negativos para a-hly. Canaletas 4, 6 e
8 correspondem a amostras positivas para a-hly.
Canaleta 7 corresponde a amostra negativa para

este gene
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Tabela 9. Associagcéo de genes em amostras de pus e urina e seus respectivos

sorogrupos.
N° DE N° DE
ASSOCIAGOES ORIGEM AMOSTRAS GENOTIPO SOROGRUPO
1 gene Pus 2 fimH ONT, O91
2 genes Pus 1 fyuA fimH ONT
Pus 1 sfa fimH fyuA 06
3 genes
Pus 2 fimH fyuA ibeA 083
Urina 1 fimH malX fyuA ibeA ONT
Pus 2 fimH fyuA traT ibeA ONT
4 genes
Urina 1 fimH fyuA traT ibeA ONT, 083
Pus 1 fimH malX fyuA ibeA 022
Pus 6 sfa fimH malX fyuA ibeA ONT, 025, 083
Urina 3 sfa fimH malX fyuA ibeA 025
5 genes
Pus 1 fimH malX fyuA traT ibeA 025
Pus 1 fimH iha malX fyuA traT 06
6 genes Pus 2 papC papEF fimH iha fyuA fraT ONT
7 genes Pus 1 sfa fimH cnfl hlyA malX fyuA ibeA o2
Pus 1 papC papkEF sfa fimH cnfl hlyA fyuA ibeA o2
Urina 1 papC papkEF sfa fimH cnfl hlyA fyuA ibeA o2
Pus 1 papC papEF sfa fimH cnfl hlyA malX fyuA 06
8 genes
Pus 1 papC papEF sfa fimH cnfl hiyA fyuA iucD 06
Urina 1 sfa fimH iha malX fyuA iucD traT ibeA 06
Pus 1 sfa fimH iha malX fyuA iucD traT ibeA 06
Pus 1 papC papkEF sfa fimH cnfl hlyA malX fyuA iucD ONT
9 genes
Pus 1 papC papkEF sfa fimH cnfl hlyA malX fyuA traT ONT
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6. DISCUSSAO

A fase do diestro é particularmente longa na espécie canina, esta etapa
do ciclo estral € caracterizada por altos niveis séricos de progesterona, que
levam o utero a alteragbes histologicas (ETTINGER, 1992). Este estimulo
prolongado de progesterona, apds varios ciclos no decorrer da vida do animal,
pode levar a um processo denominado de hiperplasia endometrial cistica
(HEC) (FELDMAN & NELSON, 1996).

E por este motivo, que cadelas com mais de quatro anos apresentam
uma maior suscetibilidade a esta alteracao uterina, e o uso de contraceptivos a
base de hormobnios devem ser utilizados com precaugdo (FELDMAN &
NELSON, 1996).

Estas alteragbes hormonais ocorridas nas cadelas durante o diestro
favorecem a multiplicagdo bacteriana, uma vez que, entre outros fatores,
diminuem a atividade leucocitaria (HAWK et al., 1960; SUGIURA et al., 2004).

A piometra canina é uma das condi¢des patolégicas que mais acometem
o trato genital das cadelas (ROBERTS, 1956).

A bactéria mais frequentemente envolvida nestes processos € a E. coli.
Tem sido demonstrado que cepas desta espécie, com atributos especificos de
viruléncia, estdo presentes nas fezes de cédes (JOHNSON et al.,, 2001a)
existindo evidéncias da ascenséo destas para o trato urinario (WADAS et al.,
1996) e Utero (WADAS et al., 1996; HANGMAN & KUHN, 2002).

No presente estudo, 96% das amostras de pus com crescimento
bacteriano apresentaram E. coli, corroborando a afirmacéo feita por diversos
autores de que este microrganismo € o mais prevalente entre os isolados de
piometra (SANDHOLM et al., 1975; BORRESEN & NAESS, 1977; NOMURA,
1984; WADAS et al., 1996; FRANSSON et al., 1997; DHALIWAL et al., 1998).
Este percentual & superior, entretanto, ao observado em trabalho de pesquisa
realizado no pais, no qual os autores relatam 79% de amostras de E. coli entre
os isolados de piometra (COGGAN et al., 2004).

Em dois individuos foi isolada amostra de Serratia liquefaciens, uma em

cultura pura e outra associada a E. coli. Esse género bacteriano tem sido
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encontrado em percentuais baixos em ITU (CARVALHO, 2007 - comunicagao
pessoal’) e casos de piometra (TATENO & KITAGAWA, 1985), indicando uma
importancia menor como agente etioldgico destas afecgdes.

A maioria dos isolados de pus dos animais tratados previamente com
antibidticos apresentou crescimento bacteriano, o mesmo nao ocorrendo com a
urina. Este fato pode ser justificado pela dificuldade de se atingir niveis
adequados da droga em infecgbes circunscritas intra-abdominais, como no
caso da piometra e abscessos (SMITH, 2006).

A auséncia de crescimento bacteriano em algumas amostras de pus,
provavelmente se deva a inviabilidade da bactéria para o crescimento in vitro,
causada pela acédo das células do sistema imune do hospedeiro (BARSANTI,
1998). E pouco provavel que os antimicrobianos empregados previamente
tenham eliminado a infecgdo bacteriana, uma vez que os seus niveis de
concentracao uterina séo insatisfatérios, devido a presenga de coleg¢do de pus
(SMITH, 20086).

As E. coli isoladas de pus e urina tiveram um perfil de resisténcia
semelhante para alguns antimicrobianos e distintos para outros. A semelhanca
de resultados obtidos por outros autores em humanos (LADHANI &
GRANSDEN, 2003) e cdes (HAGMAN & GREKO, 2005), observou-se niveis de
resisténcia elevado as penicilinas. Com relagao a benzilpenicilina (peniclinaG),
estes resultados sdo esperados devido a resisténcia demonstrada pelas
enterobactérias a esse principio ativo (PRESCOTT & BAGGOT, 1993). No
caso das aminopenicilinas (amoxiciclina e ampicilina) esse fenbmeno pode ser
explicado devido a ampla utilizagdo destas drogas na rotina clinica
(PRESCOTT & BAGGOT, 1993; HAGMAN & GREKO, 2005).

Os aminoglicosideos, gentamicina e estreptomicina, mostraram maior
percentual de amostras resistentes no pus do que na urina. Esses resultados
diferem dos obtidos por Hagman & Greko (2005) em amostras de piometra e
urina isoladas de animais hospitalizados, uma vez que as cepas obtidas de

urina apresentaram maior resisténcia do que as de pus.

* CARVALHO, V. M. Comunicacdo pessoal. Sdo Paulo, 2007.
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Por outro lado, para os antibacterianos amoxiciclina, trimetoprim-
sulfadiazina, nitrofurantoina e cloranfenicol, os isolados de urina apresentaram
maiores percentuais de resisténcia. Cloranfenicol e trimetoprim-sulfadiazina
séo drogas frequentemente utilizadas na clinica veterinaria (BARSANTI, 1998),
podendo pressionar a selecédo de amostras resistentes. Ja a nitrofurantoina, é a
droga de primeira escolha, antes da obtencao dos resultados laboratoriais, para
o tratamento de criangas com ITU (LADHANI & GRANSDEN, 2003).

Enterococcus faecalis, obtido de uma amostra de urina deste estudo,
tem sido relacionada a casos complicados de ITU (HEILBERG & SCHOR,
2003). A presenca desta bactéria € indicativo de que este animal,
provavelmente, ja sofria de infecgéo crdnica ou recorrente.

Estudos referentes a epidemiologia molecular das E. coli isoladas de
piometra, verificaram que esta afecgéo pode ter origem em infecgbes do trato
urinario. Esta hipétese tem sido comprovada através da demonstracdo de
homologia genética entre as cepas isoladas de pus e urina dos mesmos
animais (WADAS et al., 1996; HAGMAN & KUHN, 2002). Os resultados obtidos
na pesquisa em discussdo, demonstraram que sete animais com piometra
apresentaram, concomitantemente, amostras de E. coliem pus e urina.

Considerando-se a sorotipagem destas amostras, todas as cadelas,
exceto uma, apresentaram cepas de mesmo sorotipo em urina e pus uterino.
Por outro lado, neste animal em que as cepas de pus e urina apresentaram
sorotipos distintos, o perfil de FVs foi idéntico e a sensibilidade aos
antimicrobianos foi parecida, demonstrando tratar-se de cepas de origem
diferentes, porém com gendétipos iguais. Partindo-se da idéia de que as
infeccdes uterinas se originam das infecgbes urinarias, poderia se considerar
que este episédio de ITU seria um possivel caso de reinfeccao (BARSANTI,
1998). Os outros isolados de pus e urina, com sorotipos idénticos,
apresentaram pequenas variagdes quanto a sensibilidade as drogas e
presenca de genes de viruléncia. Esse fato pode ser explicado pela
possibilidade de aquisicdo ou perda de genes de viruléncia, notadamente
aqueles presentes em plasmidios (JOHNSON & RUSSO, 2002a).

Quando se considera a patogenia das infecgbes por EXPEC, o primeiro

passo para o estabelecimento da infeccdo é a adesdo das bactérias as células
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epiteliais do hospedeiro (BLANCO et al., 1997). Neste trabalho, um numero
grande e variado de adesinas foi encontrado nas amostras de pus e urina.

A fimbria do Tipo |, associada principalmente a cistite, medeia a adesao
ao epitélio da bexiga a partir de receptores manose-especificos (JOHNSON &
RUSSO, 2002a). Existem evidéncias de que esta adesina atue também como
uma invasina. Sua interagdo com receptores da membrana da célula
hospedeira desencadearia varios sinais, entre eles o rearranjo do citoesqueleto
da célula eucaridtica, que culminaria com a internalizacdo da bactéria
(MARTINEZ et al., 2000). A sequéncia fimH, responsavel pela codificagdo da
subunidade protéica que interage com os receptores do hospedeiro
(MARTINEZ et al., 2000) foi detectada em todas as amostras estudadas, dado
semelhante ao obtido por Chen et al. (2003) em cadelas com piometra e por
Johnson et al. (2003) em cepas isoladas de ITU nesta espécie animal. Além
disso, esta fimbria também seria coadjuvante da resposta inflamatéria, uma vez
que estimula a producdo de interleucina-6 e outros agentes pro-inflamatérios
(SCHILLING et al., 2001).

A S-fimbria, que segundo Le Bouguenec et al. (1992) é freqliientemente
encontrada em amostras envolvidas em processos de septicemia, foi a
segunda adesina mais prevalente nos isolados de piometra, com 56% de
positividade. Essa fimbria comumente associada a processos de meningites e
sepsis no homem (JOHNSON, 1991), foi detectada em percentuais
semelhantes em caes com piometra por outros autores (CHEN et al., 2003;
COGGAN et al., 2004), mas em menor propor¢do em caes com ITU em nosso
meio (OSUGUI, 2007 — em fase de elaboragéo®). Sendo a septicemia uma das
consequUéncias da piometra (SMITH, 2006), poderia se considerar que a
presenca deste fator de viruléncia associado a outros que seréo discutidos a
seguir, poderia contribuir para os quadros de generalizagao da infecgéo.

Outra adesina descrita nas EXPEC € a P-fimbria codificada pelo operon
pap e associada a grande parte das pielonefrites e bacteremias decorrentes de
ITU em humanos (JOHNSON, 1991; YAMAMOTO et al., 1995). Nos isolados
de animais com ITU, genes para esta fimbria tém sido detectados em

* OSUGUI, L. Em fase de elaboracdo. Sado Paulo, 2007.
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percentuais elevados (LOW et al., 1988; YURI et al., 1998a), bem como, em
cepas obtidas de piometra (CHEN et al., 2003; COGGAN et al., 2004).

No presente trabalho de pesquisa, tanto papC quanto papEF
mostraram-se presentes em maior propor¢do nas amostras de pus, quando
comparadas com as amostras de urina.

Embora, neste estudo, os percentuais detectados no pus (27%) sejam
inferiores aos observados pelos outros autores acima citados, um maior
percentual nos isolados de pus quando comparado com os de urina, poderia
ser indicativo de uma maior qualificacdo destas amostras para as infec¢des
ascendentes.

Esta suposicdo é reforcada pelo estudo feito por Snyder e
colaboradores (2005), que observaram que a expressao da fimbria do Tipo | €
coordenada de maneira inversa pela expressao da P-fimbria, em um cenario
onde a FimH seria importante para a colonizag&o inicial do trato urinario, e a P-
fimbria, com expressédo mais tardia, para a ascendéncia e estabelecimento de
infecgéo renal.

As adesinas nao fimbriais (Afa) relacionada a cistite no homem
(JOHNSON, 1991) tém baixa freqiéncia em amostras de ITU em cées e gatos
(YURI et al., 1998b). A seqliéncia relacionada a esta adesina n&o foi detectada
na presente pesquisa, dados compativeis aos observados por Chen et al.
(2003) em cadelas com piometra.

Léveillé et al. (2006), observaram em modelos experimentais que o gene
iha, presente em uma ilha de patogenicidade de amostra protétipo de UPEC
(CFTO073), poderia apresentar dupla funcéo. Além de sua similaridade com
sideréforos de outras bactérias Gram-negativas (TARR et al., 2000), esta
proteina de membrana externa, também teria a fungdo de adesina. Os
resultados obtidos no presente estudo demonstraram que 15% dos isolados de
pus e urina das cadelas com piometra apresentou esse gene, percentual
superior ao verificado em animais com ITU (FREITAG et al., 2005; OSUGUI,
2007 — em fase de elaboracgdo), e inferior ao verificado em isolados humanos
de urosepsis (JOHNSON et al., 2000b).

O “fator citotoxico necrotizante 1” (“Cytotoxic Necrotizing Factor” — CNF-

1), toxina produzida pelas ExXPEC, era associada a uropatogénese apenas



54

devido aos achados epidemiolégicos (CHEN et al., 2003). Estudos feitos em
culturas de neutréfilos humanos, contudo, indicaram que esta toxina pode
influenciar na resposta imune do hospedeiro, uma vez que parece possibilitar a
resisténcia bacteriana a morte por neutrofilos polimorfonucleares (PMN)
(RIPPERE-LAMPE et al., 2001). No presente estudo, 23% das amostras
isoladas de piometra foram positivas para a seqiiéncia cnf1. Esses resultados
sdo inferiores aos obtidos por Chen et al. (2003) e superiores aos
demonstrados por Coggan et al. (2004). Na urina dos mesmos animais,
entretanto, o percentual de amostras cnf1* foi menor (14%).

Considerando-se que a resposta imunologica do hospedeiro, nos casos
de piometra consiste em migragdo em grande escala de PMN, e que estes
apresentam sua atividade diminuida nestas circunstancias, a presenga de uma
toxina que favoreca a sobrevivéncia bacteriana no interior destas células
(RIPPERE-LAMPE et al., 2001), é mais um atributo de viruléncia que facilitaria
a infeccao uterina.

Outra citotoxina descrita em amostras de EXPEC e que apresenta alta
correlacdo com CNF1 é a a-hemolisina (HIyA). Esta, quando testada in vivo
através da inoculagdo de E. coli hly* na cavidade peritoneal de ratos, medeia
efeitos citotoxicos em leucdcitos e outros tipos celulares, potencializando
também os efeitos endotéxicos (MAY et al., 2000).

No estudo em discussao foram verificados os mesmos percentuais de
amostras positivas para os dois genes (cnf1 e hlyA), indicando, mais uma vez,
a sua conhecida associagéo em ilhas de patogenicidade, como a PAI |l de J96
(BLUM et al., 1995).

O ion ferro é considerado elemento essencial no metabolismo
bacteriano. Determinadas linhagens de E. coli possuem mecanismos de
captacao exogena deste ion, como a sintese de exoproteinas reconhecidas
como sideréforos (SAYLERS & WHITT, 2002). A capacidade de E. coli de
captar o ferro no organismo animal, ou mesmo adaptar-se a multiplicagdo em
baixas concentragbes do ion, é considerado importante mecanismo de
viruléncia, principalmente em infecgdes extra-intestinais.

Os resultados aqui obtidos demonstraram que a maioria (94%) dos

isolados de E. coli apresentou pelo menos um sistema de “sequestro” de ferro.
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Esta caracteristica pode contribuir para a alta patogenicidade e facilitar a
colonizagéo do organismo hospedeiro (SAYLERS & WHITT, 2002).

Enquanto os mecanismos de captacdo de ferro mediados pela
aerobactina sdo extensamente estudados, o papel da yersiniabactina na
viruléncia da E. coli ainda ndo é bem esclarecido (JOHNSON, 1991).

Recentemente, Schubert et al. (1998), utilizando o camundongo como
modelo de infec¢do, demonstraram que yersiniabactina contribui para viruléncia
das ExXPEC que carecem de ambas, aerobactina e hemolisina. Além disso, a
funcéo destes sistemas sideréforos varia de acordo com os ambientes dentro
do hospedeiro, ou com os diferentes estagios durante o curso da infeccéo
(TORRES et al., 2001).

O gene fyuA (‘ferric yersiniabactin uptake”) foi o sider6foro mais
prevalente, tanto nas amostras de pus quanto de urina. Resultados
semelhantes tém sido demonstrados por Johnson & Stell (2000) em isolados
de EXPEC obtidos de pacientes humanos. Em quatro amostras, este gene
esteve associado ao jucD (aerobactina) e, em duas, nenhum sideréforo foi
detectado indicando, provavelmente, que linhagens caninas possam utilizar-se
de outros sistemas de sequestro de ferro, embora o yersiniabactina pareca ter
maior importancia.

Um importante marcador de patogenicidade das amostras de ExXPEC,
especialmente das que ocasionam meningite, é a presenca do gene ibeA
(“Invasion of brain endothelial cells”) (KIM, 2001). Este marcador de
patogenicidade nao foi estudado até o momento em amostras de piometra,
entretanto, em amostras de ITU humanas, tem sido relatado em freqléncias
que variam de 13% em isolados de cistite a 29% nos de pielonefrite
(JOHNSON et al, 2005). No estudo em discussdao, observou-se uma
superioridade de isolados positivos na urina em relagao aos resultados citados
acima, com 100% das amostras de origem urinaria positivas para o gene ibeA,
e 58% das de pus. Todos os isolados do sorogrupo O83 apresentaram este
gene, fato semelhante ao observado por Johnson e colaboradores (2001a),
quando compararam cepas de fluido cerebroespinhal de criangas com

meningite com as de fezes caninas.
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Esses achados indicam que amostras relacionadas a infec¢des extra-
intestinais apresentam diferengcas em seu potencial patogénico, ja que as E.
coli ibeA” sido capazes de invadir células do endotélio microvascular
sangliineo, desencadeando processos de bacteremia e meningites (KIM,
2001). Esses resultados sdo também indicativos de que as amostras de
piometra apresentam um potencial de viruléncia que possibilitaria a invasao de
outros sistemas. Tais observagdes sustentam a nova denominagédo dada por
Russo & Johnson (2000), que vincularam todas E. coli capazes de causar
doencas extra-intestinais a um unico grupo denominado ExPEC.

Para estabelecer as infec¢des extra-intestinais no hospedeiro, as E. coli
necessitam ainda de mecanismos de evasao do sistema imune. O plasmidio
ColV (cvaC), presente em algumas cepas, além de carrear genes que
codificam colicinas (FERNANDEZ-BEROS et al., 1990), podem codificar uma
lipoproteina de superficie (traT), que inibe a fagocitose da bactéria por células
do sistema imune, aumentando a sua sobrevivéncia ao soro (PRAMOONJAGO
et al., 1992).

Os resultados aqui obtidos demonstraram que nenhuma amostra
apresentou cvaC, embora 28% dos isolados de pus e urina tenham
apresentado o gene fraT. Estes resultados séo inferiores aos encontrados em
isolados de ITU em humanos, onde Johnson et al. (2005) observaram em
pielonefrite, 65% dos isolados traT", e em 17%, a presenca do plasmidio ColV
(cvaC). A falta de correlagao entre os genes fraT e cvaC, também foi verificada
pelo estudo acima citado, e pode ser justificada pelo fato de outros plasmidios
terem a possibilidade de carrear o gene traT, como ja citado anteriormente por
Johnson (1991).

Os plasmidios, junto com outros elementos genéticos moéveis, tém a
capacidade de transferir genes associados a viruléncia entre linhagens
patogéncias (JOHNSON et al., 2003). Um dos elementos pesquisados no
presente estudo foi a ilha de patogenicidade da amostra padrdao de UPEC
CFTO73 (PAI lcrro73). Estas largas regibes de aproximadamente 30Kb, com
conteudo G+C diferente do DNA restante da bactéria hospedeira, sdo os
principais responsaveis pelo conceito de clones virulentos. Os resultados

demonstrados nos isolados de urina (71%) foram inferiores aos constatados
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por Johnson et al. (2005) em amostras de pielonefrite (82%) e, superiores aos
de cepas oriundas de cistite (61%). Ja para os isolados do pus intra-uterino,
nao se tem referéncias quanto a presenca desta ilha de patogenicidade,
entretanto, verificou-se que 54% dos isolados de pus foram PAIl crro73". Em
57% das vezes esta ilha esteve correlacionada com linhagens com potencial
toxigénicos, o que facilitaria a transmissdo conjunta de genes associados a
viruléncia.

A presenca de isolados de pus e urina com associagdo de genes é
consistente com estudos realizados em amostras humanas de ITU (BLANCO et
al., 1997), de fezes (JOHNSON et al., 2001a), e amostras animais de urina
(JOHNSON, 1991) e pus uterino (CHEN et al., 2003).

Caracteristicas moleculares semelhantes em sorotipos isolados de
diferentes sindromes clinicas ja foram observadas por outros autores
(JOHNSON et al.,, 2001a; JOHNSON et al., 2005). Esta similaridade foi
demonstrada também entre amostras humanas e animais (YURI et al., 1998b;
JOHNSON et al., 2001b).

A sorotipagem dos isolados de pus e urina deste trabalho, bem como, o
seu perfil de viruléncia, revelou semelhangca com as ExXPEC isoladas em
infecgbes extra-intestinais humanas. Tal fato corrobora a afirmacéao feita por
outros autores de que, clones patogénicos podem se constituir em agentes
zoonoticos (JOHNSON et al., 2001a; JOHNSON & CLABOTS, 2006). Segundo
Johnson & Russo (2005) esses clones seriam originarios de uma linhagem
evolucionaria, que se adaptou a determinados sitios anatémicos, onde a
presenca de certos genes poderia ser necessaria para algumas cepas e
dispensavel para outra.

Os resultados obtidos nesta investigagdo apontam que as EXPEC
isoladas de processos de piometra, apresentam atributos de viruléncia que
possibilitam infeccbes de grande gravidade. Embora as bacteremias tenham
sido listadas como complica¢cbes decorrentes de piometra, ocorrem com menor
freqiéncia em Medicina Veterinaria, o diagnéstico e acompanhamento de
doencgas mais graves, como septicemias e meningites.

Os resultados referentes a este grupo de patdogenos em Medicina

Veterinaria estdo apenas se iniciando e uma melhor compreensdo da
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participacdo das EXPEC em doencgas extra-intestinais nos cées, representara

importante salto para a Saude Animal.

7. CONCLUSOES

v" Houve predominancia de isolamento de Escherichia coli entre as

bactérias recuperadas de pus e urina dos animais com piometra,
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sendo que a maioria dos isolados apresentou pelo menos um
fator ligado a viruléncia.

v' Os sorogrupos mais prevalentes, 025, 06, 083 e 02, foram
aqueles associados as infecgbes urinarias de caes e gatos, bem
como, as infecgbes extra-intestinais no homem.

v' Gene relacionado a fimbria do Tipo | e o sideréforo,
yersiniabactina, foram os mais prevalentes fatores de viruléncia
encontrados.

v' Todas as amostras positivas para o gene hlyA, também
expressaram a toxina no teste fenotipico.

v" Dois dos genes (cvaC e afa) selecionados como marcadores de
viruléncia neste trabalho, ndo foram observados em nenhuma das
amostras estudadas.

v Foi observado alto percentual de amostras resistentes para as
penicilinas e uma 6tima eficacia in vitro das fluorquinolonas e
cefalosporinas.

v' Com excegdo de uma cadela, os isolados de urina e pus de um
mesmo animal, apresentaram sorotipo, perfil de viruléncia e
sensibilidade aos antimicrobianos similares, indicando uma

possivel origem clonal de ambas as amostras.
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