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RESuUMO

Escherichia coli (E. coli) € a bactéria gram-negativa mais comummente encontrada na
microbiota do tracto gastrointestinal e a mais frequentemente isolada em casos de infecgéo
do tracto urinario (ITU) e pidmetra em cadelas. A sua patogenicidade esta associada a
presenca de factores de viruléncia (FVs), alguns deles codificados em ilhas de
patogenicidade (PAIs). Este estudo teve como objectivo comparar os perfis de viruléncia de
estirpes de E. coli isoladas de cadelas que desenvolveram piémetra, cistite e de origem
fecal. Foi avaliada a presenca de genes que codificam para 13 FVs e marcadores de 8 ilhas
de patogenicidade em 31 isolados de E. coli de piémetra, 23 isolados de cistite e 26 isolados
de fezes obtidos de cadelas saudaveis.

Independentemente da origem dos isolados, 0 numero médio de PAls e genes de viruléncia
foi maior nos isolados pertencentes ao grupo filogenético B2, do que nos outros grupos
filogenéticos. As PAIs lss36, llsss, lllsss € 1l € 0S genes de viruléncia hlyA e cnfl foram
detectados exclusivamente no grupo filogenético B2. A prevaléncia dos isolados
pertencentes ao grupo filogenético B2 foi maior nos casos de pidmetra (94%) do que nos
isolados de cistite (48%) e de origem fecal (39%). As PAIs Vs € Icrrorz € 0S genes fyuA,
chuA e sfa/focDE foram significativamente mais prevalentes em isolados de pidmetra do que
nos outros grupos. A presenca de varios sistemas de captacdo de ferro, de adesinas e de
diferentes ilhas que codificam FVs com a mesma funcao bioldégica é comum a isolados dos
trés grupos.

Este estudo indica que as estirpes de E. coli que colonizam o Utero tém um elevado
potencial de viruléncia, possuindo um grande nimero de PAls e genes de viruléncia. No
entanto, existem isolados de cistite e de origem fecal com as mesmas caracteristicas, o que
sugere que poderdo induzir pibmetra, em cadelas susceptiveis. Além disso, a ampola rectal

€ reservatorio de estirpes de E. coli do grupo filogenético B2 e D.

Palavras-chave: Escherichia coli, factores de viruléncia, ilhas de patogenicidade, infeccéo
do tracto urinario, pibmetra, cadela.



ABSTRACT
Escherichia coli (E. coli) is the gram negative bacteria most commonly found in the

gastrointestinal tract microbiota and the most frequently isolated in urinary tract infections
and pyometra cases in bitches. Its pathogenicity is associated with the presence of virulence
factors (VFs), some of which are encoded on pathogenicity associated islands (PAIls). The
objective of this study was to compare the virulence profiles of canine E. coli isolates from
pyometra, cystitis and faecal origin. To accomplish that, the presence of genes encoding for
13 VFs and markers for 8 PAIs was evaluated in 31 E. coli pyometra isolates, 23 cystitis
isolates and 26 fecal isolates obtained from healthy bitches.

Regardless the isolates’ origin, the average number of virulence traits per strain was higher
in B2 than in the other phylogenetic groups (A, B1, D). Certain PAIS (536, 536, lll536 € l396)
and virulence genes (hlyA and cnfl) were found exclusively in phylogenetic group B2. The
prevalence of phylogenetic group B2 was significantly higher in pyometra (94%) than in
cystitis (48%) and faecal (39%) isolates. Virulence traits which were more prevalent in
pyometra than in cystitis and fecal isolates included two PAls (PAI [Vsss, PAI Icero73) and
three VF genes (sfa/focDE, fyuA, chuA). The presence of genes for several iron acquisition
systems, adhesins and different PAls which encode for VFs with the same biological function
were common in isolates from all 3 groups.

In conclusion, pyometra isolates have a high potential of virulence and a broad virulence
genotype, although being similar to a subset of cystitis and fecal isolates. This leads to the
suggestion that cystitis and fecal isolates may be able to induce pyometra in receptive hosts.
Also, the rectum is a reservoir for strains belonging to phylogenetic groups B2 and D.

Key words: Escherichia coli, virulence factors, pathogenicity islands, urinary tract infection,
pyometra, bitch.
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RELATORIO DE ESTAGIO

O estégio curricular foi dividido em 3 areas: na area de cirurgia e clinica de pequenos e
grandes animais, no Hospital Escolar da “Swedish University of Agricultural Sciences” (SLU)
(Uppsala, Suécia); na area de clinica e cirurgia no Hospital Escolar da Faculdade de
Medicina Veterinaria (HEFMV), Universidade de Lisboa e na area de investigacao no Centro
de Investigacdo Interdisciplinar em Sanidade Animal (CIISA), sob orientagéo da Professora
Luisa Maria Freire Leal Mateus e co-orientacdo da Doutora Maria Elisabete Tomé Sousa
Silva.

O estagio na SLU foi constituido por 3 fases diferentes. A primeira fase teve inicio a 5 de
Setembro de 2011 e fim a 28 de Outubro de 2011. Nestas 8 semanas, tive oportunidade de
acompanhar os servicos de Medicina Interna, Fisioterapia, Internamento e Cirurgia, com
principal énfase neste ultimo. No servico de Medicina Interna tive a oportunidade de
acompanhar algumas consultas de referéncia, discutindo com o Médico Veterinario
possiveis diagnosticos diferenciais, plano diagnostico e terapéuticas adequadas. No servigo
de Fisioterapia acompanhei a consulta antecedente a cada sessao de fisioterapia em que se
avaliou o animal, identificando o0s 0ssos e musculos envolvidos na afecgédo e,
posteriormente, presenciei a sessao de fisioterapia. No Internamento, fiz a discussado dos
casos de todos os animais internados com o médico veterinario, realizando o exame fisico e
avaliando a evolugcdo de cada animal. No servico de Cirurgia, acompanhei os animais
intervencionados, desde a sua admissao no internamento de cirurgia, exame fisico pré-
cirargico, preparacao do paciente e cirurgia. Tive oportunidade de realizar orquiectomias e
ovariohisterectomias em gatos. Para além da rotacdo pelos varios servicos, durante uma
semana, participei ainda em semindrios com discussao de temas variados (hematologia,
cardiologia, pneumologia e reproducao) e casos clinicos.

A segunda fase do estagio na SLU decorreu de 31 de Outubro a 18 de Novembro de 2011.
Nesta fase, acompanhei as aulas praticas de Medicina de Ruminantes, praticando diversos
procedimentos, tais como, recolha de sangue, cateterizacdo e anestesia. Pude, ainda, fazer
o exame fisico, tanto dos animais internados, como dos animais das exploracées, elaborar
uma lista de diagnésticos diferenciais e plano diagndstico e terapéutico.

Na ultima fase do estagio na SLU, de 21 de Novembro a 9 de Dezembro de 2011,
acompanhei as aulas de Reproducdo de pequenos animais, tendo tido oportunidade de
relembrar varias matérias e procedimentos tais como, realiza¢do e avaliacdo de citologias
vaginais.

De uma maneira geral, o estdgio na SLU permitiu-me consolidar conhecimentos ja

adquiridos e também aprender novos procedimentos e técnicas. Para além disso, deu-me a
1



conhecer uma realidade médico-veterinaria diferente da existente em Portugal, tendo sido

uma experiéncia muito rica, tanto académica como culturalmente.

O estagio em cirurgia e clinica de pequenos animais no HEFMV, iniciou-se em Janeiro de
2012 e prolongou-se até ao final de Junho do mesmo ano. Durante este periodo, foi feita
uma rotacdo pelos servicos de Medicina Interna e Internamento (aproximadamente 4

meses), Imagiologia (aproximadamente 3 semanas) e Cirurgia (2 meses).

No servico de Medicina Interna, tive a oportunidade de acompanhar primeiras consultas,
consultas de seguimento e consultas de referéncia inseridas nas mais variadas areas, tais
como, cardiologia, oftalmologia, endocrinologia, dermatologia, neurologia, oncologia,
reproducéo e obstetricia e ortopedia. Nestas, foi possivel fazer a recolha da anamnese e
exame fisico, sendo depois os dados obtidos discutidos com o médico veterinario
responsavel, bem como o0s possiveis diagnosticos diferenciais, plano diagnostico e
terapéuticas adequadas. Tive oportunidade de realizar colheitas de sangue e urina (de
forma livre ou por algaliacdo) e assistir a colheitas de liquido céfalo-raquidiano. Foram
aperfeicoados os conhecimentos acerca de hemograma e andlises bioquimicas e a sua
interpretacdo, assim como outros métodos de diagnéstico, tais como o electrocardiograma e
citologias.

No Internamento, em turnos de 24 horas, fiz a recep¢do de animais e participei no desenho
do plano de internamento, discutindo-o com o meédico veterinario responsavel, de forma a
compreender o plano diagnostico e a terapéutica aplicada. Procedi a administracdo de
medicacdo, tanto parenteral como oral, alimentacdo, agua e passeio dos animais. Foi
promovido o espirito de equipa, trabalhando com médicos veterinérios, enfermeiros
veterinarios, auxiliares de ac¢cdo médico-veterinaria e alunos.

No servico de Imagiologia, acompanhei varios exames radiolégicos, auxiliando no
posicionamento dos animais e monitorizando a anestesia, sempre que necessario.
Posteriormente, procedi & interpretacdo das projeccdes obtidas com o médico veterinario.
Foi ainda possivel assistir e auxiliar em véarias ecografias abdominais.

No periodo de Cirurgia, foi possivel sedimentar conhecimentos acerca da preparacédo do
paciente, das inducbes anestésicas nos varios tipos de pacientes, para além das
monitorizacdes necessérias durante o tempo de anestesia. Pratiquei a colocagdo de
cateteres e tubos endotraqueais e realizei varios tipos de suturas e procedimentos cirirgicos
simples, como destartarizagdes, ovariohisterectomias e orquiectomias em cées e gatos,
sempre sob supervisdo de um médico veterinario. Acompanhei ainda cirurgias de
oftalmologia, tais como resolucdes de entrépion, de ortopedia, como resolucdes de fracturas

e hérnias discais, recessdes da cabec¢a do fémur e Tibial Tuberosity Advancement (TTA), e
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de tecidos moles, como, por exemplo, esplenectomias, enterotomias, mastectomias,
excisdes de nodulos e colocactes de tubos de traqueostomia. Assisti a varias endoscopias
tanto alta como baixa, o que permitiu uma desmistificacdo desta técnica e compreenséo da
mesma, das suas utiliza¢des, vantagens e desvantagens.

Sempre que possivel, realizei pensos e remocfes de pontos de pele, fazendo o
acompanhamento pés-cirdrgico dos pacientes.

Os 6 meses de estagio no HEFMV permitiram consolidar os conhecimentos de 5 anos de
curso e compreender a dindmica do funcionamento de um hospital e de uma equipa de

trabalho.

Entre Marco e Agosto de 2012, foi desenvolvido, no CIISA, trabalho de investigagéo, o qual
foi a base desta Dissertagdo. Durante esses 6 meses, houve a possibilidade de integrar o
ambiente de laboratério e adquirir conhecimentos numa &rea praticamente inexplorada
durante a formacdo académica em Medicina Veterinaria. Assim, com a colaboragéo, ndo so
da Doutora Elisabete Silva, mas também da Sofia Henriques (estudante de Doutoramento),
desenvolvi mais-valias, neste campo, que compreendem a extraccdo de ADN (Acido
Desoxirribonucleico), realizagdo de Polymerase Chain Reaction (PCR) e corrida de géis de

agarose por electroforese.

Este trabalho faz parte do projecto “Contribuicdo para o estudo da fisiopatologia do
complexo hiperplasia quistica do endométrio — pidmetra na cadela”, financiado pela
Fundacdo para a Ciéncia e Tecnologia (FCT) — PTDC/CVT/66587/2006 e pelo CIISA/IFMV
74 — Hiperplasia do endométrio. Parte do trabalho foi submetida e aceite para publicacéo:

Mateus, L., Henriques, S., Merino, C., Pomba, C., Lopes da Costa, L., Silva, E. (2013).
Virulence genotypes of Escherichia coli canine isolates from pyometra, cystitis and fecal
origin. Veterinary Microbiology. (doi: http://dx.doi.org/10.1016/j.vetmic.2013.07.018; In

Press).



INTRODUGAO E OBJECTIVOS

Escherichia coli (E. coli) é a bactéria gram-negativa mais prevalente na microbiota das fezes
de mamiferos. Apesar do seu caracter comensal em alguns casos, existem estirpes que
possuem caracteristicas que lhes ddo uma maior capacidade de causar doenca. Estas
caracteristicas sdo conferidas por factores de viruléncia (FVs) que incluem as adesinas, 0s
sistemas de captagdo de ferro, as toxinas, entre outros factores. Os genes que codificam
esses FVs estdo, frequentemente, localizados em grandes blocos genéticos denominados
ilhas de patogenicidade (PAIls). Uma das caracteristicas destas ilhas é serem elementos
moveis que facilmente sofrem transmissdo horizontal, criando uma enorme diversidade
genética. Alguns destes FVs e PAls estdo especificamente associados a algumas estirpes
de E. coli. As estirpes de E. coli extraintestinais causam doengas associadas ao tracto
urogenital, tais como a infeccdo do tracto urinario (ITU) e a piometra: duas doengas com
uma grande expressdo em Medicina Veterinaria.

As bactérias que causam estes dois tipos de afec¢do provém do tracto gastrointestinal e,
devido a expressdo de varios FVs, ou por falha nos mecanismos de defesa do hospedeiro,
conseguem ascender ao tracto urogenital. A cistite é a entidade clinica mais comummente
referida como ITU, no entanto, em raros casos, a infec¢cdo pode estender-se aos ureteres e
rins. No caso da piémetra, para além de uma componente bacteriana, existem também

factores hormonais que predispdem ao desenvolvimento da doenca.

Tendo em conta a elevada prevaléncia de ITU e piometra em cadelas e o facto de E. coli ser

a bactéria mais prevalente nestas afecc¢fes, este trabalho teve como objectivos:

- Comparar a presenca de marcadores moleculares das PAls e de genes que codificam

para FVs em isolados de 3 origens diferentes (piémetra, cistite e fezes);

- Avaliar a associacao da presenca das PAls e dos genes de viruléncia com o fenétipo das

colobnias;

- Efectuar a caracterizagao filogenética e associar o grupo filogenético a presenca/auséncia
dos determinantes de viruléncia (marcadores genéticos para as PAIls e genes para FV) e a

origem dos isolados;

- Relacionar os perfis de viruléncia (presenca de marcadores das PAls, dos genes de
viruléncia e o grupo filogenético) com a capacidade dos isolados de piometra e cistite para

causar doenca.



REVISAO BIBLIOGRAFICA

| — Piometra

Piémetra designa uma infeccdo e inflamacdo do Gtero com acumulacdo de pus no seu
interior associada a doenca sistémica (Ettinger & Feldman, 2010; Hagman, Lagerstedt,
Hedhammar, & Egenvall, 2011), podendo levar & morte em 3 a 4% dos casos (Egenvall,
Hagman, Bonnett, Hedhammar, Olson, & Lagerstedt, 2001; Hagman, Kindhal, & Lagerstedt,
2006; Hagman, Reezigt, Ledin, & Karlstam, 2009). Ocorre principalmente na primeira
metade do diestro, caracterizada por concentragdes elevadas de progesterona e moderadas
de estrogénio (Onclin, Murphy, & Verstegen, 2002; Sugiura et al., 2004). Alguns estudos
sugerem que animais nuliparos (Niskanen & Thrusfield, 1998; Fukuda, 2001; Smith, 2006;
Hagman et al., 2011) e com mais de 4 anos (Smith, 2006), principalmente entre os 8 e 11
anos (Fukuda, 2001), ttm uma maior predisposicdo para o desenvolvimento de piometra. E
uma doenca bastante comum, principalmente em paises em que a esterilizacdo electiva de
fémeas ainda ndo € uma pratica amplamente difundida (Niskanen & Thrusfield, 1998;
Hagman et al., 2009), afectando cerca de um quarto de todas as cadelas inteiras antes dos
10 anos de idade (Egenvall et al.,, 2001; Hagman, 2004). As racas mais predispostas
parecem ser o Golden Retriever, 0 Schnauzer Miniatura, o Irish Terrier, o S&o Bernardo, o
Airedale Terrier, o Cavalier King Charles Spaniel, o Collie de pélo comprido, o Rottweiller, o
Boieiro de Berna e o Pastor Aleméo (Niskanen & Thrusfield, 1998; Egenvall et al., 2001;
Smith, 2006; Hagman et al., 2011). Entre as racas com menor predisposicdo para 0
desenvolvimento da pibmetra encontram-se os Dachshund standard e miniatura (Niskanen
& Thrusfield, 1998; Hagman, 2004) e certos estudos referem que animais com racga
indeterminada também apresentam um factor de protec¢do para esta doenca (Niskanen &
Thrusfield, 1998). Estudos acerca de outros factores protectores ou predisponentes, como o
tratamento com progestagénios, tém demonstrado resultados contraditérios. Niskanen e
Thrusfield (1998) e Whitehead (2008) encontraram uma relacéo entre o tratamento hormonal
e o desenvolvimento da pidbmetra, principalmente em cadelas até aos 4 anos de idade, e um
estudo realizado por Fidler, Brodey, Howson, & Cohen (1966) concluiu que a
pseudogestacdo pode ter um papel protector no aparecimento da doenca. No entanto,
Hagman et al. (2011) obtiveram resultados contrarios aos dos trés estudos anteriormente

apresentados.



Componente bacteriana

Embora diferentes bactérias possam ser isoladas do conteddo uterino de cadelas com
pibmetra, tais como Streptococcus spp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp. e
Proteus spp. (Verstegen, Dhaliwal, & Verstegen-Onclin, 2008), E. coli € a bactéria mais
comummente associada a esta afeccdo (90% dos casos, segundo Fransson, 2003) (De
Bosschere, Ducatelle, Vermeirsch, Van Den Broeck, & Coryn, 2001; Hagman & Greko, 2005;
Arora, Sandford, Browning, Sandy, & Wright, 2006; Hagman et al., 2009). Isto pode dever-
se, ndo s6 ao facto de fazer parte da microbiota vaginal resultante de contaminagéo
fecal/urinaria (Hagman, 2004), mas também por ter capacidade de ligacdo a receptores
especificos no endométrio quando este é estimulado pela progesterona (Hagman, 2004). A
contaminagdo uterina ocorre durante O proestro e 0 estro, e 0 estabelecimento e
desenvolvimento da infeccdo ocorre no diestro (Pretzer, 2008). Varios estudos evidenciam
gue os isolados de E. coli obtidos de Utero de cadelas com piémetra tém caracteristicas
semelhantes as dos isolados fecais do mesmo animal (Wadas, Kihn, Lagerstedt, &
Jonsson, 1996; Hagman & Kuhn, 2002). Deste modo, confirma-se a hip6tese mais provavel
de que a infecgdo ocorre de forma ascendente através de contaminacdo fecal do proprio
animal e ndo esta associada a contaminacdo entre animais ou pelo ambiente. A mesma
correspondéncia foi conseguida em isolados de infeccdo do tracto urinario inferior (cistite),
comummente associada a piometra (Stone, Littmann, Robertson, & Bovée, 1988; Wadas et
al.,, 1996; Hagman & Kuhn, 2002). No entanto, a duvida mantém-se acerca da via de
infeccdo. Por um lado, pensa-se que € possivel a ascensao deste microrganismo a partir do
tracto urinario para o utero durante uma fase susceptivel do ciclo éstrico, por outro, pde-se a
hipotese da contaminacdo do tracto urinario ser feita através do corrimento vaginal
(Fransson & Ragle, 2003).

O facto do isolamento de alguns serotipos de E. coli ser mais comum do que outros, no que
diz respeito a pibmetra, podera estar relacionado com a presenca de certos FVs (Chen,
Wright, Lee, & Browning, 2003; Arnold, S., Hubler, M., Reichler, I., 2006), os quais poderéo
ser responsaveis pelo aumento da capacidade de invaséo, de destruicdo tecidular e de
disponibilizacdo de ferro importante para o crescimento bacteriano (Chen et al., 2003).

Tal como todas as bactérias gram-negativas, E. coli apresenta na constituicdo da sua
parede celular lipopolissacarideos (LPS). Esta endotoxina € libertada aquando do
crescimento exacerbado ou destruicdo bacteriana (Hagman et al., 2006). Por outro lado, o
LPS liga-se a receptores na membrana celular e induz a producdo de mediadores
inflamatorios (Pelander, Hagman, & Haggstrém, 2008) que levam ao aparecimento de febre,
letargia, taquicardia e taquipneia (Hagman, 2004), podendo resultar em choque séptico do

animal (Pretzer, 2008) e morte (Hagman et al., 2006). Os seus efeitos surgem, apenas,



guando a sua concentracdo sistémica ultrapassa a capacidade de depuracdo do figado
(Hagman, 2004).

O Sindrome de Resposta Inflamatéria Sistémica (SRIS) ndo é um desenvolvimento
incomum em casos de pidmetra, tendo sido identificado em 50 a 70% das cadelas com
pibmetra (Fransson, 2003; Karlsson et al., 2012). O SRIS define-se como a libertagéo de
mediadores inflamatérios a nivel sistémico, em resposta a um estimulo inflamatério local
(Fransson, 2003). A avaliacdo de um paciente com SRIS baseia-se na presenca/auséncia
de diversos sinais clinicos e é extremamente importante, pois esta associado a um pior
prognostico dos animais, devido a possivel progressao desta sindrome para uma faléncia

multi-organica (Fransson, 2003).

Componente hormonal

Sendo a pidmetra uma doenga com causas multifactoriais, para além do tipo de bactéria e
do seu potencial de viruléncia, também factores hormonais estdo envolvidos no seu
desenvolvimento, originando alteragbes uterinas que propiciam o desenvolvimento
bacteriano (Hagman, 2004; Hagman et al., 2011). Esta informacado é sustentada pelo facto
de a ovariectomia bilateral prevenir o desenvolvimento da doenca (Hagman, 2004). Assim,
concentracdes elevadas de progesterona conduzem a proliferacdo das glandulas do
endométrio e das suas secrecdes, minimizam as contraccées do Utero e promovem 0
encerramento do cérvix (Smith, 2006). Para além disso, ocorre diminuicdo da imunidade
local (Sugiura et al., 2004; Smith, 2006), inibindo a producéo de citocinas, as quais tém um
papel importante na migracao de neutréfilos e mondcitos para o Utero (Sugiura et al., 2004).
Cria-se, assim, um ambiente propicio ao desenvolvimento bacteriano. Contrariamente a
accdo da progesterona, 0s estrogénios promovem alteracdes no epitélio, impedindo a
adeséo bacteriana (Nishikawa, 1985; Nishikawa & Baba, 1985), e aumentam a produc¢éo de
lactoferrina, uma glicoproteina bactericida (Teng, Beard, & Gladwell, 2002; Kida et al., 2006).
Durante o diestro, a accao dos estrogénios € menor, o que facilita a infec¢do. Os efeitos
cumulativos da progesterona com a repeticdo dos ciclos éstricos explicam uma maior
predominancia desta doenca em cadelas a partir da meia-idade (Pretzer, 2008). Por outro
lado, a estimulagdo prévia do Utero pelos estrogénios, parece potenciar os efeitos da
progesterona (Dow, 1958), o que explicara a maior predisposi¢édo de cadelas as quais foram
administrados progestagénios durante o proestro e estro (Niskanen & Thrusfield, 1998;
Whitehead, 2008). Pensa-se que a sua ac¢ao na patofisiologia da doenga possa estar ligada
a promocdo do aumento da sensibilidade uterina para a progesterona, ao aumentar o
namero e avidez dos receptores de progesterona no utero (Ververidis et al., 2004).

A expressdo dos receptores de hormonas esterdides no Utero parece estar alterada em

Uteros que desenvolveram pidbmetra ou hiperplasia quistica do endométrio (HQE) quando
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comparada com Uuteros de cadelas saudaveis (De Cock, Vermeirsch, Ducatelle, & De
Schepper, 1997; Sauerwein et al., 1998; De Bosschere, Ducatelle, Vermeirsch, Simoens, &
Coryn, 2002; Ververidis et al., 2004). Segundo De Bosschere et al. (2002), o controlo
negativo por parte da progesterona, sobre os receptores de estrogénio no Utero, ndo se
verifica em cadelas que desenvolvem HQE. Como consequéncia, o Utero mantém-se
sensivel a niveis baixos de estrogénio numa fase em que a progesterona ja se encontra em
concentracoes elevadas.

A hiperplasia quistica resulta de uma reaccdo anormal do Utero a estimulagdo cronica pela
progesterona durante a fase litea do estro (De Bosschere et al., 2001). N&o esta associada
a doenca sistémica pois trata-se de uma alteracdo histopatologica caracterizada por
glandulas endometriais quisticas que variam em tamanho, numero, distribuigédo,
histomorfologia e relevancia clinica (Dow, 1958; Ettinger & Feldman, 2010). O facto de
ocorrerem alteracdes nas glandulas endometriais, que causam a sua hiperplasia e
hipertrofia, pode conduzir a acumulacéo de fluido estéril nas mesmas, assim como no limen
uterino (mucémetra, hidrometra) e ao espessamento da parede endometrial (Dow, 1958; De
Bosschere et al., 2001).

Dow (1957) propds que a HQE fosse o inicio do desenvolvimento de um processo
patolégico que culmina na pidmetra como o estadio final e mais grave, formando o complexo
hiperplasia quistica do endométrio-pidmetra (HQE-P). Classificou ainda o HQE-P em quatro
estadios baseados numa avaliacdo clinica e anatomo-patol6gica. O estadio | inclui animais
com HQE ndo complicada, em que o endométrio se encontra espessado, com formacdes
quisticas e glandulas irregulares, ndo associadas a reaccao inflamatéria local e em que ndo
existem sinais clinicos relevantes. No estadio Il, para além das alteracdes do estadio
anterior, verifica-se ainda infiltracdo de células inflamatérias no endométrio e presenca de
muco no lumen uterino. O estadio Il é caracterizado por HQE associada a endometrite
aguda. Ha congestéo, edema e infiltracdo de neutréfilos no endométrio. A quantidade de
conteudo presente no lumen uterino é mais acentuada do que no estadio anterior e a sua
cor e viscosidade é variavel. O Ultimo estadio, o estadio IV, é considerado como uma
endometrite cronica/pidémetra. Este pode ser subdividido, conforme o cérvix uterino se
encontre aberto ou fechado. Em casos em que o cérvix se encontra aberto, as paredes
uterinas encontram-se espessadas, verifica-se hipertrofia e fibrose do miométrio e hipertrofia
do endométrio com infiltragdo de células inflamatoérias. N&o h& grande quantidade de fluido
no interior do Utero, mas ha corrimento vulvar e os sinais clinicos sdo moderados. Quando o
cérvix uterino esté fechado, as paredes uterinas estédo distendidas e muito finas, devido a
acumulagcdo de conteddo intra-uterino, e tanto o endométrio como 0 miométrio estdo

atrofiados. Neste caso 0s sinais clinicos sdo bastante graves.



Embora a pidmetra tenha sido anteriormente ligada a HQE, De Bosschere et al. (2001)
sugere que as duas entidades podem ndo estar correlacionadas, devido as diferencas na
sua manifestagao clinica, morfologia e também na possibilidade de se poderem desenvolver
separadamente. No entanto, ndo se pode excluir a ideia de que cadelas com hiperplasia
quistica do endométrio tenham uma predisposicdo para desenvolver piémetra (De
Bosschere et al.,, 2001), ja que as alteragdes uterinas provocadas pela HQE (tal como
excesso de secrecoes uterinas, presencga de quistos glandulares e degenerescéncia celular)
criam boas condi¢cdes para a proliferacdo de bactérias e o estabelecimento da infecgcéo
(Verstegen et al., 2008).

Sinais clinicos e indicadores laboratoriais

Os sinais clinicos mais comuns s&o inapeténcia, letargia, poliria, polidipsia, prostracao,
vomito, febre ou hipotermia, alteracdo da cor das membranas mucosas, frequéncias
respiratdria e cardiaca elevadas e distenséo e dor abdominal (Smith, 2006; Hagman et al.,
2009; Hagman et al.,, 2011). Pode ou nao ocorrer corrimento vaginal, dependendo se o
cérvix se encontra aberto ou fechado, respectivamente. As pibmetras em que o cérvix se
encontra fechado séo consideradas emergéncias médicas devido a probabilidade de sepsis,
toxémia e morte do animal (Smith, 2006). O tipo de corrimento observado (purulento ou
sanguineo-purulento) esta associado a espécie bacteriana isolada, bem como ao seu
arsenal de viruléncia.

Associados a estes sinais, as alteragcdes hematol6gicas e bioquimicas mais comuns séo a
leucocitose com neutrofilia e desvio a esquerda (Pretzer, 2008). Devido a cronicidade da
doenga, efeitos toxicos na medula, indisponibilidade de ferro e perda de eritrécitos para o
Utero, poderd verificar-se uma anemia normocromica e normocitica (Hagman, 2004).

Uma desidratacdo acompanhada por azotémia pré-renal, hiperproteinémia,
hiperglobulinémia e hipoalbuminémia (Smith, 2006; Arnold et al., 2006) e sinais de
colestase, tais como hiperbilirrubinémia, hipercolesterolémia e elevados valores de fosfatase
alcalina poderédo eventualmente estar presentes (Fransson, 2003; Hagman, 2004).

Niveis baixos de alanina aminotransferase (ALT) associados com a inibicdo da sintese de
enzima hepética e niveis elevados de aspartato aminotransferase (AST) podem também
ocorrer (Hagman, 2004). Os niveis reduzidos de ALT parecem contrariar a hipotese de
alteracdo hepética, podendo o aumento da enzima AST estar relacionado com destruigdo
muscular, apresentando a enzima creatinina quinase também valores elevados (De
Schepper, Van der Stock, & Capiau, 1987). No entanto, ndo se exclui a possibilidade desta
alteracdo poder estar associada com alteragBes hepaticas associadas a endotoxémia (De
Schepper et al., 1987).



Na citologia do corrimento vaginal de uma cadela com pidmetra poderdo estar presentes
neutréfilos em grande quantidade, muitas vezes degenerados, bactérias intra e
extracelulares e leucocitose periférica (Pretzer, 2008).

Diagnéstico Imagioldgico

O diagndstico de pidbmetra é facilmente confirmado com recurso a ecografia, em que se
verifica um Utero aumentado com conteddo anecogénico ou hipoecogénico. A ecografia
permite ainda a distingdo entre pidbmetra e véarias afec¢des uterinas com acumulacdo de
fluido (mucometra e hemdmetra) devido as diferentes ecogenicidades do fluido no interior do
Gtero (Pretzer, 2008).

O raio-X também pode ser utilizado como método de diagnéstico, embora nao tao fiavel
guanto a ecografia. Este pode ser inconclusivo na distingdo entre pidbmetra, mucometra e
hemdmetra e uma gravidez recente quando ainda ndo ha mineralizacdo fetal (gestagéo de
menos de 40 dias) (Nelson & Couto, 2003; Arnold et al., 2006; Pretzer, 2008).

Tratamento

O tratamento recomendado, na maioria dos casos de piémetra, é a ovariohisterectomia
(OVH), que corresponde a remogdo cirurgica do Utero e dos ovarios, anulando assim as
hipoteses de recidiva (Fukuda, 2001). No entanto, em casos de cadelas jovens (menos de 6
anos), cadelas com interesse reprodutivo, animais em boa condi¢do geral, piometras com o
cérvix aberto e casos sem hiperplasia quistica do endométrio, o tratamento médico pode ser
considerado (Arnold et al., 2006; Ettinger & Feldman, 2010).

Muitas vezes, o estado geral dos animais ndo permite uma cirurgia sem complicacdes
anestésicas. Nesses casos, 0s animais devem ser estabilizados com administracdo de
fluidoterapia e antibioterapia de largo espectro e as funcfes renal e hepatica devem ser
avaliadas (Verstegen et al., 2008; Ettinger & Feldman, 2010).

A antibioterapia deve ser instituida em todas as situacfes, quer seja feito tratamento
cirirgico ou médico, e deve ser prolongada até 2 semanas apoés OVH ou até ndo haver
corrimento vulvar evidente, nos animais sujeitos a tratamento médico (Ettinger & Feldman,
2010). Os antibitticos devem ser escolhidos através de cultura e teste de sensibilidade a
antibiéticos (TSA) dos microrganismos isolados do corrimento vulvar ou do contetdo uterino
(Verstegen et al., 2008). No entanto, tratamento empirico deve ser realizado, até se obterem
os resultados, com ampicilina, amoxicilina, ou amoxicilina e &cido clavulanico (Ettinger &
Feldman, 2010).

O tratamento meédico tem como principal objectivo remover o efeito da progesterona, seja
por inibicAo da sua producdo ou do seu efeito. Este pode ser feito com recurso a

prostaglandinas, substancias luteoliticas que reduzem, portanto, a concentracdo de
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progesterona em circulacdo e promovem o relaxamento do cérvix, a diminuicdo das
secrecbes uterinas e a contraccdo da musculatura, provocando, assim, a expulsdo do
contetdo uterino. Esta sé deve ser utilizada em casos de pidbmetras abertas, pois a
contraccao uterina em casos em que O cérvix se encontra encerrado pode resultar em
ruptura. Efeitos secundérios, tais como hipersalivacdo, vomito, diarreia, febre e, por vezes,
alteracdes respiratérias (England, Freeman, & Russo, 2007), sdo comuns na utilizagédo de
prostaglandinas. Estes podem, no entanto, ser minimizados com a administracdo de
atropina subcuténea e/ou realizando um protocolo de tratamento com doses baixas,
inicialmente, aumentando a dose lentamente (Ettinger & Feldman, 2010). Em associagéo
com as prostaglandinas podem ser utilizados agonistas da dopamina, tal como a
bromocriptina e a cabergolina, que tém ac¢do antiprolactinica, ou inibidores da
progesterona, como a aglepristona, que competem pelos receptores de progesterona,
diminuindo a accdo da hormona (Ettinger & Feldman, 2010). A administragcdo de
aglepristona induz abertura do cérvix podendo, por isso, ser utilizada em casos de piémetra
fechada. Normalmente, h4 melhorias da condig&o geral nas primeiras 48 horas apos o inicio
do tratamento (Gobello, Castex, Klima, Rodriguez, & Corrada, 2003; Corrada, Arias,
Rodriguez, Tortora, & Gobello, 2006; England et al., 2007).

Apbs o tratamento médico, a fertilidade da cadela podera manter-se ou ficar diminuida. No
entanto, a possibilidade de recorréncia € elevada, aconselhando-se a que, no estro
seguinte, a cadela seja cruzada (Nelson, Feldman, & Stabenfeldt, 1982; Meyers-Wallen,
Goldschmidt, & Flickinger, 1986; Gobello et al., 2003).
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Il - Infeccdo do Tracto Urinario

Introducdo

O termo Infeccdo do Tracto Urinario (ITU) engloba véarias entidades clinicas que se
descrevem como infec¢gdes microbianas de um ou mais segmentos do tracto urinério
(Senior, 2006; Kogika, 2009; Ettinger & Feldman, 2011). E uma afeccdo que ocorre com
maior frequéncia em animais do sexo feminino (Ling et al., 2001; Cohn, Gary, Fales, &
Madsen, 2003), com uma média de idades entre os 7 e os 8 anos (Ling et al., 2001; Cohn et
al., 2003).

A maioria das infec¢des ocorre de forma ascendente por microrganismos que se encontram
na zona perineal ou vaginal e que contaminam a bexiga via uretra (Senior, 2006; Ettinger &
Feldman, 2011; Thompson, Litster, Platell, & Trott, 2011). A infeccdo dos ureteres e dos rins
pode ocorrer, embora seja uma situacdo menos frequente (Senior, 2006). Em alguns casos,
pode ocorrer infecgdo por via hematogénica, afectando um ou ambos os rins (Féria, 2001).
A ITU pode ocorrer em animais com alteracdes de imunidade transitorias, auto-limitantes e
potencialmente reversiveis (Kogika, 2009). Neste caso sdao denominadas de ITUs nao
complicadas, sendo esta a situagdo mais comum e de resposta rapida a uma antibioterapia
adequada. No entanto, animais com ITUs complicadas podem ter uma falha na resposta ao
tratamento, pois sdo infec¢cdes secundarias a alteragbes estruturais, neuroldgicas ou
funcionais ou a doencas concomitantes (Féria, 2001; Nelson & Couto, 2003; Kogika, 2009).
Animais com ITU associada a prostatite, urdlitos, bexiga neurogénica, gravidez, diabetes
mellitus ou doencas imunossupressoras, enquadram-se no grupo das ITUs complicadas
(Weese et al., 2011).

Animais com ITUs complicadas tém maiores hipéteses de terem também infeccbes
recorrentes (Nelson & Couto, 2003; Kogika, 2009). Uma infec¢éo recorrente pode dever-se a
reinfeccdo, recidiva ou a uma infeccdo refractaria (Weese et al., 2011). Apesar da
dificuldade em distinguir reinfeccéo e recidiva, as suas definicbes diferem, na medida em
gue a primeira designa uma nova infeccao causada por um agente diferente do primeiro até
6 meses depois de um tratamento bem sucedido e a recidiva refere-se a uma infeccéo pelo
mesmo agente num espaco de algumas semanas, apds uma cultura de urina negativa pos-
tratamento (Weese et al., 2011). A genotipagem do agente em causa seria 0 método ideal
para distinguir uma reinfec¢do de uma recidiva. No entanto, nem sempre isto é possivel, o
que torna a avaliagdo do fenoétipo e do perfil de sensibilidade a antibiéticos bastante til, mas
ndo definitiva (Weese et al., 2011). Designa-se uma infec¢do como refractaria quando,
apesar de existir sensibilidade in vitro ao farmaco utilizado para tratamento, a urocultura
exibe resultados persistentemente positivos (Weese et al., 2011).

No caso de uma recidiva ou infeccao refractéaria, em que o agente etioldgico ndo se altera,

deve ser feita uma avaliacdo das causas associadas a falha do tratamento e do local exacto
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da infeccdo, avaliando a existéncia de possiveis locais de sequestro das bactérias (por
exemplo, a préstata) (Kogika, 2009). Quando o agente etiologico da infec¢éo recorrente é
diferente do anterior, dever-se-a ter em conta que, provavelmente, os mecanismos de
defesa do animal estdo comprometidos, existindo alteragdes estruturais e/ou funcionais ou
doencas imunossupressoras (Kogika, 2009).

Em alguns casos, uma infeccdo por um segundo agente pode emergir aquando do
tratamento da infeccdo inicial (Kogika, 2009). Esta designa-se por superinfeccdo e
representa cerca de 2% das infeccdes (Seguin, Vaden, Altier, Stone, & Levine, 2003).

Etiologia e patogenia

Os agentes etiolégicos mais frequentemente associados as ITUs sdo as bactérias, apesar
de, em certas circunstancias, fungos e virus também poderem infectar o tracto urinario
(Nelson & Couto, 2003; Senior, 2006; Ettinger & Feldman, 2010). Das bactérias mais
comummente isoladas, E. coli é a mais frequente (Forrester, Troy, Dalton, Huffman, &
Holtzman, 1999; Ling et al., 2001; Cohn et al., 2003; Seguin et al., 2003), podendo também
isolar-se Staphylococcus spp., Proteus mirabilis, Streptococcus spp., Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas spp., Enterococcus spp. e Enterobacter spp.. (Seguin et al., 2003; Senior,
2006). A maior parte das infec¢des (75-79%) € causada por apenas um agente, 17 a 20%
por 2 e 3 a 5% por 3 (Ling et al., 2001; Ettinger & Feldman, 2011).

Uma vez que o hospedeiro tem varios mecanismos de defesa que impedem a colonizacao
do epitélio dos érgaos que constituem o tracto urinario (uroepitélio) (Senior, 2006), para que
esta ocorra é necessario que, ou estes mecanismos se encontrem disfuncionais, ou as
bactérias possuam caracteristicas que as permitam ultrapassa-los (Senior, 2006). A
motilidade de certas bactérias e a expressdo de alguns FVs poderdo ser factores
importantes na ascensao das mesmas pelo tracto urinario e na promoc¢édo da adesdo ao
epitélio. Estas condicdes possibilitam que as bactérias resistam ao fluxo de urina,
proliferando nos intervalos entre a mic¢do (Nelson & Couto, 2003; Senior, 2006; Ettinger &
Feldman, 2011).

Para além do agente patogénico e da sua viruléncia, também factores do hospedeiro sdo
essenciais na patogenia da ITU. Quando patentes, os mecanismos de defesa do hospedeiro
(Tabela 1) sdo responsaveis por impedir a entrada de microrganismos no tracto urinario ou
por eliminar os que conseguiram entrar. A miccdo € um destes mecanismos, que elimina
cerca de 95% das bactérias ndo aderentes ao uroepitélio (Nelson & Couto, 2003). Também
na uretra existem mecanismos de defesa, tal como o peristaltismo e, nos machos, a
presenca de secregfes prostéaticas bacteriostaticas/bactericidas (Nelson & Couto, 2003). As
bactérias comensais colonizam a mucosa vulvar e prepucial, impedindo que microrganismos

uropatogénicos adiram aos receptores ai existentes, produzindo também bacteriocinas
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(Nelson & Couto, 2003). O pH acido da urina e a sua elevada concentracdo de ureia e baixa
concentracdo de &cidos organicos tornam-na bacteriostatica e, por vezes, bactericida,

dependendo da sua composicao (Nelson & Couto, 2003).

Tabela 1 — Mecanismos de defesa do tracto urinario do hospedeiro (adaptado de Nelson & Couto,
2003)

Miccdo normal

Volume de urina normal
Frequéncia de micgdo normal

Reduzido volume residual de urina

Estruturas anatémicas

Zonas de pressao elevada na uretra
Contracgéo e peristaltismo uretral
Comprimento uretral
Juncéo vesicoureteral valvuliforme

Contraccéo e peristaltismo ureteral

Barreiras na mucosa

Producéo de anticorpos e muco-proteina

Colonizagéo por flora comensal

Propriedades antimicrobianas da urina

Hiperosmolaridade
Elevada concentragéo de ureia
pH acido

Imunocompeténcia sistémica

Imunidade celular

Imunidade humoral
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Sinais clinicos e diagndéstico

A maioria dos animais que apresenta bacterilria significativa, ndo exibe qualquer sinal
clinico (Forrester et al.,, 1999; Seguin et al. 2003), designando-se bacteritria subclinica
(Weese et al., 2011).

Nos animais sintomaticos, os sinais clinicos mais comuns sdo disuria, polaquilria,
estranglria e hematdria. No entanto, estes sinais ndo sdo exclusivos de uma infeccao
urinaria e podem ocorrer associados a outra afec¢do (Weese et al., 2011).

Sinais sistémicos, tais como letargia, depressdo, anorexia, febre e leucocitose, podem
verificar-se em animais com pielonefrite e/ou prostatite, sendo raros em cistites ou uretrites
(Nelson & Couto, 2003). Sinais de insuficiéncia renal e septicemia podem também ocorrer,
se houver envolvimento do tecido renal (Ettinger & Feldman, 2011). Nestes casos, ou
guando existe uma doenca predisponente, pode ocorrer alteracdo dos parametros
hematoldgicos e bioquimicos (Ettinger & Feldman, 2011).

O diagndstico é feito recorrendo a uriandlise e a urocultura (Kogika, 2009). A hematdria, a
proteindria, a pidria e a bacteridria sdo achados frequentes quando existe ITU (Weese et al.,
2011).

Aquando da interpretagdo dos resultados, deve ser tido em consideracdo o método de
recolha de urina, jA que a presenca de bactérias na urina quando esta foi recolhida por
métodos ndo assépticos, pode indicar presenca de contaminantes e ndo necessariamente
ITU (Kogika, 2009). A recolha deve ser feita, sempre que possivel, por cistocentese (Nelson
& Couto, 2003; Weese et al., 2011). A avaliacdo quantitativa é importante, para determinar
se a bacteridria é, ou néo, significativa (Ver Tabela 2).

Em todos os casos de infecgéo recorrente, deve ser realizado um hemograma e um painel
bioquimico de modo a ajudar o diagnéstico de possiveis causas subjacentes (Weese et al.,
2011).

Tabela 2 — Numero de unidades formadoras de col6nias por mililitro de urina consideradas

significativas de acordo com o método de colheita (Adaptado de Nelson & Couto, 2003)

Método de recolha Significativo Duvidoso Contaminacgéo
Cistocentese >1000 100 a 1000 <100
Algaliacédo >10,000 1000 a 10,000 <1000
Livre ou expressao >100,000 10,000 a 100,000 <10,000

15




Tratamento

Idealmente, o tratamento deve ser instituido tendo por base um TSA. No entanto, em
infecgBes ndo complicadas, questbes econdmicas e de tempo eliminam, muitas vezes, este
passo (Nelson & Couto, 2003). Assim, o tratamento empirico pode ser iniciado com
ampicilina, amoxicilina, amoxicilina e acido clavulanico, cefalosporinas, trimetoprim-
sulfonamida ou enrofloxacina (Senior, 2006, Kogika, 2009; Weese et al., 2011). Em ITUs
recorrentes deve ser sempre feito TSA e a terapéutica inicialmente instituida deve ser
adaptada consoante os resultados (Nelson & Couto, 2003; Weese et al., 2011).

A antibioterapia deve ser prolongada até 14 dias em casos de infec¢Bes do tracto urinario
inferior e ITUs ndo complicadas, podendo prolongar-se até 30 dias em animais com ITUs
complicadas ou com envolvimento do tecido prostatico ou renal (Senior, 2006; Weese et al.,
2011).

O tratamento de machos em que existe também prostatite, deve ter em conta a necessidade
de utilizacdo de um antibiético que penetre a barreira hematoprostética, tal como, as
fluoroquinolonas e trimetoprim-sulfonamidas (Senior, 2006).

Os casos de bacteridria subclinica ndo tém indicag&o para antibioterapia, excluindo os casos
em que a presenca de agentes patogénicos na bexiga traga um risco elevado para
infecgBes ascendentes ou sistémicas. No entanto, devem ser investigadas as causas para a
presenca desta bacteriuria (Weese et al., 2011).

De forma a confirmar a eficicia do tratamento, devem ser realizadas culturas de urina, 3 a 5
dias apés inicio do tratamento, e o sedimento urinario deve ser avaliado, 3 a 4 dias antes de
descontinuada a terapéutica (Nelson & Couto, 2003). Em casos de ITU complicada, e,
segundo Ettinger & Feldman (2011), também em casos de ITU ndo complicada, a
esterilidade da urina deve ser avaliada através de urocultura, 7 dias apds final do
tratamento, confirmando assim o sucesso da terapéutica (Weese et al., 2011). Para além da
antibioterapia, as possiveis causas para a recorréncia da infeccédo do tracto urinario devem
ser investigadas e tratadas (Kogika, 2009).

As causas para uma resposta refractaria ao tratamento sdo varias e devem ser
compreendidas, para um maior sucesso terapéutico. Estas podem incluir a utilizagcdo de um
farmaco, dose ou duracdo do tratamento ndo apropriados, a incapacidade do farmaco de
atingir concentragbes suficientes na urina, a presenca de um nicho de infeccdo ou

alteracdes anatémicas ou funcionais (Senior, 2006).
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1l = Escherichia coli

Historia e caracteristicas morfoldgicas

Escherichia coli € uma bactéria pertencente a familia Enterobacteriaceae. Esta familia
engloba mais de 40 géneros e 180 espécies (Quinn, Markey, Carter, Donnelly, & Leonard,
2011).

Em 1885, Theodor Escherich descreveu pela primeira vez E. coli como Bacterium coli
commune tendo-a isolado de fezes de recém-nascidos (Todar, 2008). Era considerada uma
bactéria comensal do intestino grosso e s6 mais tarde, em 1935, foi demonstrado que esta
seria uma bactéria potencialmente patogénica, tendo sido associada a um surto de diarreia
em criancgas (Todar, 2008).

S&o bacilos com cerca de 3 um de comprimento (Quinn et al., 2011) e possuem uma parede
celular formada por duas membranas separadas por glicopeptideos (Hirsh & Zee, 2003).
Coloniza o intestino dos mamiferos, pouco tempo ap6s o seu nascimento (Todar, 2008;
Quinn et al., 2011), para além de estar presente no solo, vegetacdo e agua (Quinn et al.,
2011). E a principal gram-negativa, anaerdbia facultativa que compée a flora normal do
tracto gastrointestinal de mamiferos (Hirsh & Zee, 2003).

A classificagcdo das estirpes patogénicas pode ser feita em dois grandes grupos, consoante
o local onde provocam doenca: E. coli patogénica intestinal (Intestinal pathogenic E. coli,
INPEC) e E. coli patogénica extraintestinal (Extraintestinal pathogenic E. coli, EXPEC)
(Russo & Johnson, 2000; Moriel et al., 2012). Dentro destes dois grupos é feita uma divisdo
das estirpes segundo a doenca que provocam (Moriel et al.,, 2012). De entre as estirpes
INPEC, causadoras de afeccbes caracterizadas por diarreia, encontram-se a E. coli
enteropatogénica (Enteropathogenic E. coli, EPEC), a E. coli enterotoxigénica
(Enterotoxigenic E. coli, ETEC), a E. coli enterohemorragica (Enterohemorrhagic E. coli,
EHEC), a E. coli enteroagregativa (Enteroaggregative E. coli, EAEC), a E. coli
enteroinvasiva (Enteroinvasive E. coli, EIEC) e a E. coli aderente invasiva (Adherent-
invasive E. coli, AIEC) (Moriel et al., 2012). As estirpes EXPEC, que provocam doenca fora
do tracto intestinal, sdo normalmente associadas a sepsis (Sepsis-associated E. coli,
SEPEC), infecgBes do tracto urinario (Uropathogenic E. coli, UPEC) e meningites (Neonatal
meningitis-associated E. coli, NMEC) (Siqueira et al., 2009; Moriel et al., 2012).
Especificamente em animais, E. coli patogénica aviaria (Avian pathogenic E. coli, APEC)
provoca infecgBes sistémicas e no tracto respiratorio (Garénaux, Caza, & Dozois, 2011). As
estirpes isoladas em casos de piOmetra tém caracteristicas semelhantes as UPEC,
provavelmente devido a terem uma origem comum (Chen et al., 2003).

Estudos filogenéticos distribuem E. coli por 4 grupos principais: A, B1, B2 e D (Escobar-

Paramo et al., 2004). As estirpes EXPEC pertencem, normalmente, aos grupos filogenéticos
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B2 e D (Picard et al.,, 1999; Johnson & Stell, 2000), enquanto as estirpes comensais
extraintestinais pertencem, na maioria, aos grupos filogenéticos A e B1 (Bingen et al., 1998;
Duriez et al., 2001). Pelo contrario, as INPEC pertencem, maioritariamente, aos grupos
filogenéticos A, B1 e D (Escobar-Paramo et al., 2004).

Em geral, as estirpes dos grupos B2 e D sé@o consideradas mais patogénicas e possuem
mais FVs do que as dos grupos A e Bl (Bingen et al., 1998; Boyd & Hartl, 1998; Picard et
al., 1999; Johnson & Stell, 2000; Duriez et al., 2001; Johnson, Delavari, Kuskowski, & Stell,
2001; Tramuta, Nucera, Robino, Salvarani, & Nebbia, 2011)

Factores de viruléncia de Escherichia coli
Escherichia coli possui FVs que intervém em diferentes etapas da infec¢éo e, desta forma,

facilitam a colonizacéo, a proliferacdo e a sua persisténcia no hospedeiro (Peterson, 1996).
Os genes que codificam para estes factores podem localizar-se no cromossoma, em
plasmideos, transposdes ou bacteriéfagos (Peterson, 1996). As adesinas, os sideréforos, as
toxinas, a capsula e as protectinas sdo exemplos destes FVs (Quinn et al., 2011). O nimero
de FVs existentes é bastante diverso, sendo que apenas alguns deles se descreverao,

seguidamente.

Adesinas

Escherichia coli pode apresentar, na sua superficie, diversas estruturas que permitem a
bactéria aderir as células do hospedeiro facilitando a coloniza¢do (Quinn et al., 2011). Este
tipo de estruturas medeia a adesdao das bactérias as células do hospedeiro, através de
ligagdo especifica a receptores presentes nos tecidos (Nishikawa & Baba, 1985). Estas
estruturas podem ser fimbrias (ou pil), que sdo estruturas proteicas filamentosas ou
adesinas afimbriais que se encontram na membrana externa (Bower, Eto, & Mulvey, 2005).
As fimbrias podem ser de varios tipos, consoante as moléculas das suas subunidades
(pilina) e da sua organizacao (Hirsh & Zee, 2003). Distinguem-se, entre outras, as fimbrias
tipo 1, as fimbrias P e as fimbrias S. As adesinas mais comuns sao as fimbrias tipo 1 que
estdo presentes em mais de 90% das estirpes de E. coli, seguidas das fimbrias P (40 a
60%), das fimbrias S (30 a 60%) e, por Ultimo, das adesinas afimbriais (0 a 12,5%) (Blanco
et al., 1997; Miyazaki et al., 2002)

Algumas destas adesinas, para além de proporcionarem a adesao das bactérias, permitem
ainda a sua entrada nas células epiteliais do hospedeiro, nos mastécitos e nos macréfagos
(Bower et al., 2005) e provocam hemaglutinacdo. Esta hemaglutinacdo pode ser manose
resistente (HAMR) (fimbrias S e P e adesinas Afa), ou manose sensivel (HAMS) (fimbrias
tipo 1) (Blanco et al., 1997; Yuri, Nakata, Katae, Yamamoto, & Hasegawa, 1998). As fimbrias
F1C nao provocam hemaglutinagdo (Klemm, @rskov, & @rskov, 1982). A adesdo das
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bactérias as células do hospedeiro parece, em certos casos, ser essencial para o
desenvolvimento de doenca. No entanto, a accdo das adesinas resulta numa estimulagéo da
producdo de mediadores inflamatérios (Hedlund et al., 1999; Dodson et al., 2001; Schilling,
Mulvey, Vincent, Lorenz, & Hultgren, 2001a) o que podera ser contraproducente.

As fimbrias tipo 1 sao estruturas helicoidais compostas por repeticbes da subunidade FimA,
pelas proteinas FimF e FIimG e pela adesina FimH que é codificada pelo gene fimH
(Schilling, Mulvey, & Hultgren, 2001b; Sokurenko, Courtney, Ohman, Klemm, & Hasty, 1994;
Bower et al., 2005). Este tipo de fimbrias liga-se a proteinas com manose que se podem
encontrar em eritrocitos de varias espécies, nas células tubulares proximais do rim, epitélio
bucal, vesical, vaginal, pulmonar e intestinal e varias células inflamatérias (Johnson, 1991;
Jones et al., 1995).

As fimbrias P sdo importantes na coloniza¢do do tracto urinario por E. coli (Féria, Machado,
Correia, Gongalves, & Gaastra, 2001). Estas fimbrias sdo codificadas pelo operdo pap
(pyelonephritis-associated pili) que contém 11 genes, 6 dos quais codificam proteinas
estruturais da fimbria (Blanco et al., 1997; Bergsten, Wullt, & Svanborg, 2005). Sao
estruturas helicoidais formadas por repeticbes de subunidades PapA ligadas numa
extremidade as pilinas, PapK, PapE, PapF e PapG, sendo a Ultima a adesina propriamente
dita, e unidas a bactéria através da pilina PapH (Jacob-Dubuisson, Heuser, Dodson,
Normark, & Hultgren, 1993; Dodson et al., 2001). A adesina PapG liga-se a galabiose
presente em determinados glicosfingolipidos (Salminen et al., 2007). Estes Ultimos
encontram-se nas membranas celulares de eritrocitos e de células epiteliais do tracto
urinario (Leffler & Svanborg-Edén, 1981; Breimer, Hansson, & Leffler, 1985). Existem 3
alelos da adesina PapG (classe |, Il e lll) que possuem especificidades diferentes para os
varios isotipos do seu receptor. A especificidade dos alelos e a distribuicdo diferencial dos
isotipos do receptor explica as diferencas na adesao das fimbrias P em diferentes espécies
e tecidos (Dodson et al., 2001).

Outro tipo de fimbrias, as fimbrias S, é associado a casos de meningite, infec¢do do tracto
urinario e sepsis em humanos (Korhonen et al., 1985; Marre, Hacker, Henkel, & Goebel,
1986; Maiti, Harel, & Fairbrother, 1993). As 4 proteinas que estruturam as fimbrias S (SfaA,
SfaG, SfaS e SfaH) séo codificadas no operédo sfa (Marre, Kreft, & Hacker, 1990; Ott &
Hacker, 1991; Maiti et al., 1993). Tanto a subunidade SfaA como a SfaS tém propriedades
adesivas. SfaA é a subunidade mais representada na fimbria e liga-se a glicolipidos e
plasminogénio de células endoteliais e SfaS liga-se ao &cido sialico presente nas células
epiteliais renais e endotélio vascular (Korhonen et al., 1986; Prasadarao, Wass, Hacker,
Jann, & Kim, 1993).

O agrupamento de genes que codifica as fimbrias S é bastante semelhante ao que codifica

as fimbrias F1C (foc), no entanto os receptores para ambas as fimbrias ndo sdo os mesmos
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(Riegman et al., 1990). As fimbrias F1C ligam-se ao epitélio dos tubulos distais e ductos
colectores e ao endotélio vascular através do reconhecimento da por¢do GalNAcB1-4Galf
de determinados glicolipidos (Virkola et al., 1988; Khan et al., 2000). Estas fimbrias s&o
constituidas por uma subunidade mais representativa, a FocA e 3 outras subunidades
menores: FocF, FocG e FocH (Khan et al., 2000).

Para além das referidas adesinas localizadas em fimbrias, existe também a familia de
adesinas Dr que inclui as adesinas afimbriais AFA (Wroblewska-Seniuk et al., 2005). Esta
familia de adesinas produz HAMR de eritrocitos humanos, ligando-se ao receptor Dr,
constituinte da proteina CD55 (Labigne-Roussel, Lark, Schoolnik, & Falkow, 1984; Nowicki,
Truong, Moulds, & Hull, 1988; Nowicki et al., 1990; Le Bouguénec et al., 2001). Estes
receptores encontram-se no célon e no tracto urinario (Wroblewska-Seniuk et al., 2005)
sendo, por isso, normalmente, associadas a infecgbes do tracto urinario (pielonefrite) e
infecgBes intestinais em humanos (Germani, Bégaud, Duval, & Le Bouguénec, 1996; Le
Bouguénec et al., 2001). Os operdes que codificam as adesinas pertencentes a esta familia
tém organizacdes genéticas semelhantes, contendo genes (afaA, afaB, afaC e afaD, no
caso das adesinas Afa) com elevada homologia (Wroblewska-Seniuk et al., 2005). No
entanto, o gene afakE que codifica a adesina propriamente dita € muito variavel, permitindo a
distincdo de varias adesinas AFA (Labigne-Roussel & Falkow, 1988; Le Bouguénec et al.,
1993; Wroblewska-Seniuk et al., 2005). Dois destes subtipos, AfaE-VIl e AfakE-VIIl séo
especificamente associados a estirpes de E. coli patogénicas em animais (Lalioui, Jouve,
Gounon, & Le Bouguénec, 1999). A AfaE-VII produz HAMR de eritrocitos humanos, bovinos
e porcinos e liga-se as células epiteliais de humanos e bovinos (Lalioui et al., 1999). O
receptor da AfaE-VIIl ndo foi identificado, mas esta parece estar associada a casos de
diarreia, septicemia e infeccdo de 6rgdos internos, sendo a porta de entrada o intestino
(Lalioui et al., 1999). Em estudos in vitro conseguiu perceber-se que esta se liga ao epitélio

do tracto urinario e a células renais de caes (Nagy, Téth, & Fekete, 2005).

Sistemas de captacao de ferro

Varios nutrientes sdo importantes para o desenvolvimento dos microrganismos, entre eles, o
ferro. Este é essencial, incorporando proteinas (Andrews, Robinson, & Rodriguez-Quifiones,
2003) e participando em processos como o transporte de oxigénio e a sintese de ADN
(Skaar, 2010). No hospedeiro, nem sempre se encontra disponivel na sua forma livre,
apresentando-se ligado a proteinas como a ferritina, a transferrina, a lactoferrina e o grupo
heme (Ratledge & Dover, 2000; Skaar, 2010). E, por isso, importante a presenca de
mecanismos que permitam as bactérias adquirir ferro. Entre os sistemas descritos,

encontramos os sideroforos e os transportadores de ferro (Andrews et al., 2003).
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Os sideréforos sdo moléculas com grande afinidade para o ferro que o removem das
proteinas transportadoras, disponibilizando-o (Ratledge & Dover, 2000; Hirsh & Zee, 2003;
Quinn et al., 2011). Existem varios sideroforos j caracterizados como a enterobactina, as
salmoquelinas, a aerobactina e a yersiniabactina.

Um dos principais mecanismos de tomada de ferro pela E. coli € a enteroquelina ou
enterobactina. Esta consegue retirar o ferro ligado a transferrina, por ter uma maior afinidade
para este ido (Ratledge & Dover, 2000). Na verdade, a enterobactina é o sider6foro
conhecido com a maior constante de estabilidade para o ferro (Ratledge & Dover, 2000;
Bister et al., 2004). Apesar disso, é também conhecida a sua ligacdo a proteinas como a
albumina e a lipocalina 2 (Williams & Carbonetti, 1986). Esta ligacéo as proteinas afecta a
sua eficiéncia como sider6foro. Como método de ludibriar as defesas do hospedeiro, E. coli
consegue modificar a enterobactina para impedir que a mesma seja sequestrada pela
albumina e pela lipocalina 2 (Fischbach et al., 2006; Garénaux et al., 2011), dando origem a
produtos glicosilados chamados salmoquelinas (Bister et al., 2004). Existem trés tipos de
salmoguelinas: enterobactina monoglucosilada (MGE), enterobactina diglucosilada (DGE) e
enterobactina triglucosilada (TGE) (Garénaux et al., 2011), sendo a producdo destas
moléculas uma das principais caracteristicas das UPEC (Valdebenito, Bister, Reissbrodt,
Hantke, & Winkelmann, 2005; Hagan, 2009). De facto, o receptor das salmoquelinas, IroN,
contribui para a colonizacé@o do tracto urinario e a invasao das células do uroepitélio (Russo
et al., 2002; Feldmann, Sorsa, Hildinger, & Schubert, 2007).

Algumas bactérias produzem também aerobactina, principalmente em casos de pielonefrite
e prostatite (drskov, Edén, & @rskov, 1988; Johnson et al., 2005). Esta, ao contrario da
enterobactina e das salmoquelinas, ndo é hidrolisada intracelularmente para libertar o ferro e
pode ser novamente excretada (Williams & Carbonetti, 1986). Pensa-se que o seu papel é o
de obter ferro a partir da ferritina dos macrofagos e outras células (Brock, Williams, Licéaga,
& Wooldridge, 1991).

Os genes que codificam as proteinas ligadas a yersiniabactina estédo localizados numa “high
pathogenicity island” (Schubert, Rakin, Karch, Carniel, & Heesemann, 1998; Rakin, Noelting,
Schubert, & Heesemann, 1999). Esta ilha estd amplamente difundida por varias estirpes de
E. coli, sendo, no entanto, mais comum em estirpes de UPEC e EAEC (Valdebenito et al.,
2005; Henderson et al., 2009).

Outros sistemas de captacdo de ferro pelas bactérias incluem transportadores de metais
(Andrews et al., 2003). Um exemplo é o grupo de proteinas SitABCD que participa no
transporte tanto de ferro como de manganésio. Pensa-se que este sistema tenha maior
afinidade para o manganésio, ndo sendo actualmente considerada como fungéo priméria o

transporte de ferro (Kehres, Janakiraman, Slauch, & Maguire, 2002).
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Existem também receptores de membrana para proteinas do hospedeiro que transportam
ferro. E o caso do grupo heme e dos receptores codificados pelo gene chuA do locus chu
(Hoffmann, Hornef, Schubert, & Roggenkamp, 2001). As bactérias possuem assim uma
forma de adquirir ferro, directamente, através deste grupo onde se encontra a maior parte do
ferro no organismo hospedeiro (Torres, Redford, Welch, & Payne, 2001). Este gene é
significativamente mais prevalente em estirpes de UPEC do que em estirpes comensais
(Hagan, 2009).

Uma so estirpe pode ter varios tipos de sistemas de captagéo de ferro. Uma vez que cada
um pode ser influenciado por diferentes estimulos externos tais como o pH, e porque as
proteinas das quais adquirem o ferro diferem, esta pode ser uma vantagem desenvolvida
para sobreviver em diferentes meios e aumentar a sua eficiéncia (Valdebenito, Crumbliss,
Winkelmann, & Hantke, 2006).

A captagéo de ferro pelas bactérias esta dependente de varios processos: a sintese dos
sideroforos, a sua excreg¢do, o reconhecimento, na membrana externa da bactéria, do
sideroforo ja ligado ao ferro, a internalizacdo deste complexo e a libertacdo do ferro no
citoplasma celular (Garénaux et al., 2011). Estes processos ocorrem através da accgéo de
diferentes proteinas (Tabela 3). No entanto, ainda n&o foram esclarecidos 0s mecanismos
gue levam a excrecdo da aerobactina e da yersiniabactina e a libertagdo do ferro da

yersiniabactina (Garénaux et al., 2011).

Tabela 3 — Proteinas associadas a sintese (S), excregéo (E), reconhecimento (R), internalizacéo (I) e

libertagdo do ferro (L) dos diferentes sidero6foros.

S E R I L
_ EntS
Enterobactina EntABCDEF Tolc FepA FepBCDG Fes
o]
) EntABCDEF | IroC (DGE,TGE)
Salmoquelinas IroN FepBCDG IroD
+ IroB EntS (MGE)
Aerobactina lucABCD ? IutA FhuBCD Reductases
o _ YbtSEUT +
Yersiniabactina ? FyuA YbtPQ ?
Irpl, Irp2
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Toxinas

Outros FVs com um papel importante na patogenia das doencas provocadas por E. coli sdo
as toxinas, tais como a hemolisina, o factor necrosante citotéxico (CNF) e os antigénios O. A
hemolisina e o CNF séao as principais toxinas associadas a estirpes de EXPEC (Beutin,
1999; Siqueira et al., 2009).

Escherichia coli produz dois factores necrosantes citotéxicos, denominados CNF-1 e CNF-2.
Estas duas proteinas afectam células eucariotas e impedem a sua divisdo, sem inibir a
replicacdo de acidos nucleicos, o que origina células multinucleadas (Brito, Vidotto, Berbel,
& Tagliari, 2004). O CNF-1, codificado pelo gene cnfl, liga-se a superficie celular e sofre
endocitose mediada por um receptor, entrando na célula e atingindo, posteriormente, 0
citosol (Contamin et al., 2000; Boquet, 2001). Ai, interfere com as proteinas que regulam a
organizacdo e dindmica do citosqueleto entre outros processos que envolvem a actina
(Fabbri, Travaglione, & Fiorentini, 2010).

Esta toxina interfere com a fagocitose, aumentando a internalizagcdo das bactérias pelas
células hospedeiras (Fiorentini et al., 1997; Doye et al., 2002) e provoca edema da
submucosa e a apoptose das células epiteliais da bexiga, o que permitird a E. coli atingir
camadas celulares que, normalmente, ndo estdo expostas (Mills, Meysick, & O’Brien, 2000;
Smith, Rasmussen, Grande, Conran, & O’Brien, 2008). Por outro lado, o0 CNF-1 tem também
a capacidade de impedir a apoptose, o que podera conferir alguma proteccdo as bactérias
fagocitadas (Fiorentini et al., 1997). Em casos de piémetra, os Uteros infectados por estirpes
produtoras de CNF-1 apresentam uma maior reaccado inflamatoria e les6es histol6gicas mais
graves (Dhaliwal, Wray, & Noakes, 1998; Nelson & Couto, 2003).

A hemolisina é uma toxina que forma poros transmembranares nas células do hospedeiro
provocando a lise, o que permite a bactéria um acesso aos nutrientes celulares. Entre estas
células encontram-se os eritrdcitos e células do sistema imunitario (Johnson, 1991; Jonas,
Schultheis, Klas, Krammer, & Bhakdi, 1993). Para além da lise e necrose celular, esta toxina
€ capaz de inibir a fagocitose e a quimiotaxia e induzir a apoptose de células do hospedeiro
e a esfoliacdo do epitélio da bexiga (Johnson, 1991; Jonas et al., 1993; Russo et al., 2005;
Chen et al., 2006; Smith, Grande, Rasmussen, & O’Brien, 2006; Smith et al., 2008; Todar,
2008).

Existem vérios tipos de hemolisina, sendo que algumas (por exemplo, a a-hemolisina) sédo
excretadas e outras, como a B-hemolisina, se encontram fixas a célula bacteriana (Johnson,
1991). A a-hemolisina € uma lipoproteina que esta principalmente associada a infec¢des do
tracto urinario superior (Johnson, 1991). E codificada pelo oper&o hly que é composto por 4
genes (hlyA-D) (Goebel & Hedgpeth, 1982), correspondendo a proteina HlyA a parte

estrutural da toxina e estando as restantes proteinas envolvidas na sua activagdo (HlyC) e
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excrecao (HlyB e HlyD) (Welch & Falkow, 1984; Nicaud, Mackman, Gray, & Holland, 1985;
Johnson, 1991).

Os antigénios O sdo constituidos por repeticbes de polissacarideos (polissacarideo O)
(Raetz & Whitfield, 2002) e constituem, juntamente com um nucleo de oligossacarideos e o
lipido A, o LPS ou endotoxina, que integra a membrana externa das bactérias gram-
negativas (Quinn et al., 2011). O LPS é um factor importante na viruléncia de E. coli, devido,
nado so, ao caracter toxico do lipido A (Hirsh & Zee, 2003), mas também ao antigénio O do
gual se presume que a principal fungcdo seja evitar as defesas do hospedeiro (Raetz &
Whitfield, 2002).

Outros

A capsula é a estrutura externa que compfe a maior parte da parede celular e onde se
localizam os antigénios K (Hirsh & Zee, 2003). Estes sdo polissacarideos que impedem a
ligagdo de anticorpos e de proteinas do sistema complemento a bactéria. Para além disso,
diminuem a capacidade de reconhecimento e fagocitose pelas células do hospedeiro (Todar,
2008).

O antigénio flagelar tem natureza proteica e encontra-se, tal como o0 nome indica, nos
flagelos (Quinn et al., 2011). Os flagelos sé@o estruturas que conferem motilidade a bactéria e
que, no caso da maioria das E. coli, se distribuem em torno de toda a bactéria (flagelos
peritricos) (Hirsh & Zee, 2003).

Kurazono et al. (2000) referiu a existéncia de uma proteina especificamente associada a
todas as manifestacdes de infec¢des do tracto urinario que conferia a E. coli uma maior
capacidade de provocar infeccdo (Yamamoto et al., 2001). A proteina especifica
uropatogénica (Uropathogenic-specific protein, Usp) é codificada pelo gene usp e pensa-se
gue possa ter a funcdo de bacteriocina (Yamamoto et al., 2001; Parret & De Mot, 2002).
Para além da sua associagdo a casos de cistite em humanos, Siqueira et al. (2009) mostrou

a associacao desta proteina também a casos de cistite e pibmetra em cadelas.

Ilhas de patogenicidade

Os FVs expressos por E. coli estdo muitas vezes agrupados em grandes regides gendémicas
(10-200 kb) denominadas “llhas de patogenicidade” (pathogenicity associated islands, PAIs).
Estas ilhas apresentam um contetdo em guanina e citosina diferente do restante ADN da
bactéria, estdo adjacentes a genes de acido ribonucleico transportador (ARNt) e possuem
genes de mobilidade (Guyer, Gunther, & Mobley, 2001). Estas caracteristicas permitem as
PAls serem transferidas horizontalmente entre estirpes de E. coli diferentes dando origem a
uma diversidade genética bastante grande (Oelschlaeger, Dobrindt, & Hacker, 2002). Outra

das caracteristicas das PAls é o facto de serem elementos instaveis e com propensao para
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sofrer deleccBes (Hacker, Blum-Oehler, Miuhldorfer, & Tschape, 1997; Middendorf et al.,
2004).

Foram j& identificadas varias PAls nas estirpes uropatogénicas de E. coli 536, J96 e
CFTO073, das quais as mais estudadas séo 4 das ilhas da estirpe 536 (PAI lsgs, PAI lls36, PAI
llls36 € PAI [Vs36), 2 da estirpe J96 (PAI Iy € PAI llj96) € 2 da estirpe CFT073 (PAI Icprors €
PAI llcrro73). Entre estas, a PAI 1Vs3s € a mais prevalente, tanto em UPEC como em estirpes
comensais, sendo a PAI I, @ menos frequente (Sabaté, Moreno, Pérez, Andreu, & Prats,
2006). Os FVs codificados em cada uma das PAIs encontram-se na Tabela 4 (Swenson,
Bukanov, Berg, & Welch, 1996; Guyer, Kao, & Mobley, 1998; Rasko, Phillips, Li, & Mobley,
2001; Dobrindt et al., 2002; Oelschlaeger et al., 2002; Seshasayee, 2009).

Tabela 4 — Factores de viruléncia codificados nas ilhas de patogenicidade.

PAI Factores de viruléncia
l536 Hemolisina-a, Fimbrias tipo-F17, Fimbrias tipo-CS12
l536 Hemolisina-a, Fimbrias relacionadas com as P, adesinas Hek, adesinas tipo-

hemaglutininas

1536 Fimbrias S, Salmoquelina, Receptor heme, Protease de hemoglobina tipo-Tsh,
Adesina Sap

V536 Yersiniabactina

1396 Hemolisina-a, Fimbrias P

13906 Hemolisina-a, Fimbrias Prs, CNF-1

lcrro7z | Hemolisina-a, Fimbrias P, toxina autotransportadora secretada (sat), aerobactina,
antigénio 43, receptor de enterobactina/adesina (iha)

lerro73 Fimbrias P
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MATERIAIS E METODOS

Caracterizacdo da populacéo

Foram analisados 80 isolados de E. coli, tendo, 23 desses isolados, sido obtidos a partir de
amostras de urina de cadelas com infeccdo do tracto urinario inferior (cistite) provocada
apenas por E. coli (n=20) e por E. coli e Proteus sp. (n=3). O diagndstico de cistite baseou-
se na bacteridria significativa (210> ufc/ml de urina) e nos sinais clinicos apresentados pela
cadela. Os 23 animais distribuiram-se por 12 racas diferentes (7 de raca indeterminada),
com idades compreendidas entre 0s 5 meses e 0s 14 anos (idade média de 7 anos). Trinta e
um isolados foram obtidos a partir do conteddo uterino de 28 cadelas em diestro com
diagnostico de piometra. O diagnéstico de piémetra foi feito com base na fase do ciclo
éstrico em que a cadela se encontrava (diestro), nos sinais clinicos e nos resultados
hematolégicos e ecograficos. O conteddo intra-uterino foi recolhido apés
ovariohisterectomia, tendo sido somente isolada E. coli. Foram recolhidas amostras de
animais de 11 racas diferentes (7 de raca indeterminada), com idades entre os 4 e 0s 16
anos (idade média de 9,7 anos).

Os restantes 26 isolados, foram obtidos a partir de zaragatoas rectais de cadelas saudaveis
gue foram apresentadas a consultas de rotina. As cadelas encontravam-se em estro ou

diestro, o que foi confirmado através de citologia vaginal.

Isolamento e identificacéo

As zaragatoas fecais e do conteudo uterino foram inoculadas em dois meios sélidos: Agar
Columbia suplementado com 5% de sangue de carneiro (PB5039A, OXOID Deutschland
GmbH) (COS) e Agar McConkey (610028, Liofilchem Italy), e num meio liquido: Brain Heart
infusion Broth (BHiB) (610008, Liofilchem Italy), sendo, posteriormente, incubados a 37°C
durante 24 horas. A partir do meio de McConkey, apenas se isolaram, para COS, colbnias
lactose positivas (coloragdo rosa) com um halo translicido em seu torno. Em COS as
coldnias de E. coli apresentam um aspecto acinzentado, mais ou menos mucoide e grandes
dimensdes. A confirmagdo da pureza e a identificagdo da morfologia da cultura foi efectuada
através da coloragédo diferencial de Gram. Posteriormente, foi efectuado o teste da oxidase
(Bactident Oxidase, 1.13300.0001, Merck KGaA Darmstadt, Germany) e uma galeria IMViC
(Simmons Citrate Agar, CM155, OXOID Ltd. Basingstoke, Hampshire, England; MR-VP
Broth, 610032, Liofilchem, Italy; SIM Medium, 1.05470, Merck KGaA, Darmstadt, Germany)
a qual permitiu uma identificacdo presuntiva de E. coli.

Posteriormente, foi ainda efectuado PCR para o gene 16S do ARN ribossomal (ARNr) de E.
coli, em todos os isolados, de acordo com as condi¢des descritas por Chen et al. (2003). Os

isolados foram armazenados a -80°C em criotubos com BHI e 30% de glicerol.
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Analise do fen6tipo hemolitico e mucoide

Os fendtipos das coldnias (ndo mucoide, mucoéide, ndo hemolitico, hemolitico) foram
avaliados nas placas de COS ap0és incubacao a 37°C durante 24 horas.

O fendtipo mucoide/ndo mucédide foi avaliado através da observacdo macroscédpica do
aspecto mucoide das coldnias crescidas nas placas de COS.

A actividade hemolitica associada a expressdo da a-hemolisina foi avaliada pela formagéo
de um halo de hemodlise clara a volta das colonias crescidas nas placas de COS.

Estirpes de referéncia

A estirpe E. coli 536 (positiva para as PAIS Isze, llsss, 536, V536 € llcrrors) (gentiimente cedida
por A. Andreu do Departamento de Microbiologia do Hospital Vall d’Hebron, Barcelona,
Espanha), E. coli ATCC 25922 (positiva para os genes focG, usp, fepA, sitA, iroN, gadA,
chuA e yjaA e o fragmento de ADN TspE4-C2), E. coli KS52 (positiva para os genes iucD e
afaBC) e E. coli J96 (positiva para as PAIS Icrro73, Hlcrroza, Is3s, lls3s, Vs3s, 1196 € 196 € para 0s
genes fimH, hlyA, cnfl, sfa/focDE, papEF, chuA, yjaA e para o fragmento de ADN TspE4-
C2) foram utilizadas como controlo positivo nas reacgdes de PCR para deteccdo dos
marcadores de PAIls, dos genes que codificam para FVs e/ou determinagdo do grupo

filogenético.

Extraccdo de ADN

A extraccdo de ADN foi realizada por uma técnica rapida de fervura, a qual permitiu a
obtencao simultdnea de ADN cromossomico e ADN plasmidico (Féria, 2001).

A partir dos isolados guardados nos criotubos, fez-se novamente a propagagédo destes em
COS (37°C, durante a noite), tendo-se, posteriormente, repicado uma unica col6nia isolada
para 2 ml de Trypticase Soy Broth (TSB) e incubado a 37°C, durante a noite. Apés
incubacdo, 2 ml do in6culo foram centrifugados (13.000 rpm, 8 minutos) e o sedimento
ressuspenso em 500 uL de agua desionizada estéril. Foi feita nova centrifugacao (13.000
rpm, 3 minutos), sendo o sedimento ressuspenso em 100 pL de agua desionizada estéril e,
posteriormente, incubado durante 15 minutos a 100°C. Apdés centrifugagédo (13.000 rpm, 8

minutos), o sobrenadante foi recolhido e armazenado a -20°C até posterior utiliza¢ao.

Identificacdo de ilhas de patogenicidade e dos genes que codificam para factores de
viruléncia

A presenca de 8 PAIs caracteristicas de UPEC foi avaliada por PCR convencional, utilizando
sequéncias de oligonucleotideos (Tabela 5) para marcadores especificos de cada ilha
previamente descrita (Sabaté et al., 2006). A amplificacdo dos 8 fragmentos especificos de

cada PAI foi efectuada através de 3 reaccdes de PCR-mutiplex distintas (A, B1 e B2), de
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acordo com o descrito por Sabaté et al. (2006) e, posteriormente, por Bronowski et al.
(2008). O Multiplex A foi efectuado de acordo com as condi¢des descritas por Sabaté et al.
(2006) e permitiu amplificar os marcadores da PAI lllszs, PAI V535 € PAI llcero7z. Nesta
reaccéo, foram utilizados 25 mM de MgCI2 (Promega), 1x PCR buffer (Promega), 0,5 mM de
desoxirribonucleotideos trifosfatados (dNTPs), 4U de enzima GoTaq® Flexi DNA
Polymerase (Promega) e 3 pares de oligonucleotideos iniciadores: 0,5 pM dos pares
sfaAl.1/sfaAl.2 (Thermo Fisher Scientific) e IRP2.FP/IRP2.RP (Thermo Fisher Scientific) e
0,7 pM do par cft073.2Ent1/cft073.2Ent2 (Thermo Fisher Scientific). Para cada reacgéo
foram utilizados 4 puL de ADN, num volume final de reac¢éo de 50 pL. As estirpes E. coli J96
(positiva para PAI llcero7s € PAI IVs36) € E. coli 536 (positiva para PAI lllszs, PAI V535 € PAI
llcero73) foram utilizadas como controlo positivo para esta reac¢do e, como controlo negativo,
utilizou-se uma reacgdo a qual ndo foi adicionada ADN. O programa de amplificacdo
consistiu num passo inicial de desnaturagdo de 94°C, durante 5 minutos, seguido por 31
ciclos de 94°C, durante 1 minuto, hibridagéo a 55°C, durante 1 minuto, extenséo, durante 2
minutos, a 72°C e um passo final de 10 minutos, a 72°C (Doppio Thermal Cycler, VWR; MJ
Mini Personal Thermal Cycler, Biorad). As amostras foram posteriormente corridas num gel
de agarose 2% corado com brometo de etidio a 1% (5 pl/100 ml) e fotografadas sob trans-
iluminagdo UV (Pharmacia Biotech, Thermal Imaging System FTI-500). Para identificagédo de
pesos moleculares das bandas foi utilizado um marcador (HyperLadder I, Bioline) corrido no
mesmo gel.

O Multiplex B, originalmente descrito por Sabaté et al. (2006), foi dividido em duas reaccbes
(B1 e B2) segundo Bronowski et al. (2008) amplificando o Multiplex B1 o marcador das ilhas
Il;06 € ls3s € 0 Multiplex B2 o das ilhas llsss, Icrrors € li9s. Para ambos os Multiplex B foram
utilizados 2,5 mM de MgCl, (Promega), 1x PCR buffer (Promega), 0,12 mM de dNTPs, 1,5U
de enzima GoTaq® Flexi DNA Polymerase (Promega), 300 nM de cada um dos respectivos
oligonucleotideos iniciadores: hlyd/cnf e 1.9/1.10 (Thermo Fisher Scientific) para o Multiplex
Bl e orflup/orfldown, papGlf/papGir e RPAI/RPAf (Thermo Fisher Scientific) para o
Multiplex B2. Para cada reaccao, foram utilizados 2,5 pL de ADN, num volume final de
reaccdo de 25 pL. As estirpes de E. coli J96 e 536 foram utilizadas como controlos positivos,
sendo a J96 positiva para todas as PAls amplificadas por ambas as reac¢cbes e a 536
positiva para a PAI Is3s e PAI llszs. O procedimento de amplificagdo consistiu, para ambos,
num passo inicial de desnaturacdo de 94°C, durante 5 minutos, 31 ciclos de 94°C, durante 1
minuto, hibridagdo a 60°C, durante 1 minuto e extensdo, durante 2 minutos, a 72°C e um
passo final de 72°C durante 10 minutos (Doppio Thermal Cycler, VWR; MJ Mini Personal
Thermal Cycler, Biorad). As amostras das duas reaccdes (B1 e B2) foram corridas em

simultdneo com um marcador de pesos moleculares (DNA Ladder 1kb, Promega) num gel
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de agarose de 0,8% corado com brometo de etidio 1% (5 pl/200 ml) e fotografadas sob

trans-iluminagéo UV (Pharmacia Biotech, Thermal Imaging System FTI-500).

Tabela 5 — Sequéncia dos oligonucleotideos iniciadores para os marcadores das PAIs em estudo,
PAIls alvo, temperaturas de hibridacdo (TH) utilizadas na reaccdao de PCR e tamanhos dos

fragmentos amplificados (Adaptado de Bronowski et al., 2008)

Tamanho TH

Oligo. iniciador Sequéncia do oligonucleotideo (5’-3’) PAI alvo
(bp) (°C)
sfaAl.l CGGGCATGCATCAATTATCTTTG PAI Ills3g 161 55
sfaAl.2 TGTGTAGATGCAGTCACTCCG 55
IRP2 FP AAGGATTCGCTGTTACCGGAC PAI IVs3s 285 55
IRP2 RP TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT 55
cft073.2Entl ATGGATGTTGTATCGCGC PAI Il cero7s 420 55
cft073.2Ent2 ACGAGCATGTGGATCTGC 55
1.9 TAATGCCGGAGATTCATTGTC PAl Is3s 1801 60
.10 AGGATTTGTCTCAGGGCTTT 60
orflup CATGTCCAAAGCTCGAGCC PAI lls3s 1041 60
orfldown CTACGTCAGGCTGGCTTTG 60
papGlf TCGTGCTCAGGTCCGGAATTT PAI I396 461 60
papGlIr TGGCATCCCCCAACATTATCG 60
hlyd GGATCCATGAAAACATGGTTAATGGG PAI 1306 2409 60
cnf GATATTTTTGTTGCCATTGGTTACC 60
RPAI GGACATCCTGTTACAGCGCGCA PAI lcero7s 930 60
RPAf TCGCCACCAATCACAGCCGAAC 60

Para além das PAIls, foi ainda avaliada a presenca de genes que codificam para FVs:
adesinas (fimH, papEF, sfa/focDE, sfaS, focG e afaBC), toxinas (hlyA e cnfl), sistemas de
captacao de ferro (fepA, sitA, iroN, fyuA e iucD) e a proteina especifica uropatogénica (usp).
A presenca dos genes iucD, hlyA, papEF, sfa/focDE, afaBC e cnfl foi testada em PCR-
multiplex (Multiplex 1). As condicbes de cada reac¢cdo de PCR, as sequéncias de
oligonucleotideos iniciadores, tamanhos esperados dos fragmentos amplificados e estirpes
de referéncia utilizadas como controlo positivo (C+) estdo descritos na Tabela 6. As
reaccOes de PCR para a deteccdo dos genes fyuA e sfaS tiveram como controlos positivos
as estirpes Pyo29 e UTI134, respectivamente, cujos produtos de PCR, do tamanho

molecular esperado, foram sequenciados para confirmacdo da presenca dos genes.
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Tabela 6 — Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na deteccdo dos genes de
viruléncia e grupos filogenéticos, temperaturas de hibridacao (TH), tamanho da regido amplificada por
PCR, controlos positivos (C+) e referéncia para condicdes de reaccéo

Oligo. . . ’ TH | Tam. .
o Sequéncia do Oligonucleotideo (5’-3’) C+ Referéncia
iniciador °C) | (bp)
fimH F TGCAGAACGGATAAGCCGTGG

63 508 J96

fimH R GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA

fyuA F TGATTAACCCCGCGACGGGAA
63 880 | Pyo29

fyuA R CGCAGTAGGCACGATGTTGTA Johnson &

focG F CAGCACAGGCAGTGGATACGA ATCC | Stell, 2000
63 360

focG R GAATGTCGCCTGCCCATTGCT 25922
sfaS F GTGGATACGACGATTACTGTG 63 » uTlI
sfaS R CCGCCAGCATTCCCTGTATTC 134

usp F ATGCTACTGTTTCCGGGTAGTGTGT ATCC Siqueira et

66 1000 | 25922
usp R CATCATGTAGTCGGGGCGTAACAA al., 2009
fepA F AAGCTGAATTCGTCGCCCAG ATCC
55,8 | 560 Mellata,
fepAR CCGACCGATACTCCTGTTTC 25922 .
Ameiss,
SitA F ATCGGCATTACGTTGGTAGG ATCC Mo. &
. 56,2 | 196 ’
SitA R TCTCAATGGGGTTCCAGAAG 25922 [ curtiss,
iroN F ATTGACGCCAGGCATTTTAC ATCC 2010
56,2 202
iroN R GCTCCTGGTTGGGTTGAATA 25922
hlyAl AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT 96
1177 J

hlyA2 ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA

cnfl-1 AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG
498 J96
cnfl-2 CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT
sfafocl | CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 0 96
41 J
sfafoc2 | CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA | ¢4 Yamamoto
pap3 | GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT S etal., 1995
J
pap4 AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA
iucl TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT
602 KS52
iuc2 AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG
afal CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG
750 KS52
afa2 GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC
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Tabela 7 - Sequéncias dos oligonucleotideos iniciadores utilizados na determinacdo do grupo
filogenético, temperaturas de hibridacdo (TH), tamanho da regido amplificada por PCR, controlos

positivos (C+) e referéncia para condicdes de reaccao

Oligo. . i ; TH | Tam. .
o Sequéncia do Oligonucleotideo (5’-3’) C+ Referéncia
iniciador (°C) (bp)
chuA.l GACGAACCAACGGTCAGGAT 979
chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA Clermont,

yjaA.l TGAAGTGTCAGGAGACGCTG Bonacorsi,

_ 55 211 J9o6 )
yjaA.2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC & Bingen,
tspE4C2.1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA 2000
152
tspE4C2.2 CGCGCCAACAAAGTATTACG
gadA F GATGAAATGGCGTTGGCGCAAG 373
gadA R GGCGGAAGTCCCAGACGATATCC
chuA F ATGATCATCGCGGCGTGCTG Doumith,
281 Day, Hope,
chuA R AAACGCGCTCGCGCCTAAT ATCC
_ 65 Wain, &
yjaA F TGTTCGCGATCTTGAAAGCAAACGT 25922
216 Woodford,
yjaA R ACCTGTGACAAACCGCCCTCA 2012
TSPE4C2 F GCGGGTGAGACAGAAACGCG )
15
TSPE4C2 R TTGTCGTGAGTTGCGAACCCG

Determinacé&o do grupo filogenético

O grupo filogenético foi determinado através de um PCR-multiplex para os genes chuA, yjaA
e para o fragmento de ADN TspE4-C2, tal como descrito por Clermont, Bonacorsi & Bingen
(2000). Os resultados foram, posteriormente, confirmados, utilizando novas sequéncias de
oligonucleotideos iniciadores (Doumith et al., 2012). Este método permite a descriminacéo
de 4 grupos filogenéticos distintos: A, B1, B2 e D. As estirpes de referéncia E. coli J96 e E.

coli ATCC 25922 foram usadas como controlo positivo nas reac¢des de PCR (Tabela 7).

Analise de grupos do genotipo de viruléncia

Para analisar os dados relativos a presenca/auséncia dos genes de viruléncia e marcadores
das PAIls, foi construida uma tabela de dados booleanos em que o algarismo 1 indica a
presenca e o algarismo O indica a auséncia do gene/marcador da PAIl. A matriz de 22
caracteristicas (genes de viruléncia e PAIs) e de 80 unidades taxondémicas operacionais
(isolados de E. coli) em estudo foi depois usada para construir um dendrograma no software

BioNumerics (verséo 6.6, Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). As semelhancas entre diferentes
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isolados foram calculadas através do coeficiente simple matching e do método de
aglomeracgao Unweighted Pair-Group Method Average.

Andlise estatistica

As prevaléncias dos genes de viruléncia e PAIs nos isolados das vérias origens foram
comparadas através do teste exacto de Fischer (Statistica 5.0, StatSoft Inc., Tulsa, OK,
EUA, 1995). O nivel de significancia escolhido foi de 5% (p <0,05).
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RESULTADOS

Prevaléncia dos marcadores de ilhas de patogenicidade

A presenca de pelo menos um marcador de PAIl foi detectada em todos os isolados de
piometra (31/31), em 17 isolados de cistites (74%) e em 14 isolados fecais (54%). A ilha
mais prevalente, em todos os isolados, foi a PAI 1Vs3, sendo a PAlcerors @ segunda mais
prevalente. A PAI llls3¢ foi a ilha menos prevalente e a PAI I, ndo foi identificada em
nenhum dos isolados. Em comparagdo com os isolados fecais, os isolados de pidbmetra
apresentaram uma maior prevaléncia (p< 0,05) de todos os marcadores de PAls, com
excepcdo do marcador da PAI lllsss (Gréfico 1). Os isolados de piémetra apresentaram, em
relacdo aos isolados de cistite, uma maior prevaléncia dos marcadores das PAIs 1Vs3s €
lcero73 (P< 0,05) (Grafico 1).

Gréfico 1 — Prevaléncia dos marcadores de ilhas de patogenicidade nos isolados de E. coli de

piémetra, de cistite e de origem fecal
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Legenda: Colunas com letras diferentes diferem significativamente (p< 0,05, teste exacto de Fischer)

Associacdao entre ilhas de patogenicidade e grupos filogenéticos

Independentemente da origem dos isolados, o grupo filogenético mais prevalente foi o grupo
B2. No entanto, este grupo foi mais prevalente (p< 0,01) nos isolados de piometra (93,5%)
do que nos isolados de cistite (47,8%) e de origem fecal (38,5%) (Grafico 2). O grupo
filogenético D foi mais prevalente nos isolados de cistite (p< 0,05) e de origem fecal (p<
0,01) do que nos isolados de pidmetra. O grupo filogenético B1 foi mais prevalente nos
isolados de origem fecal do que nos isolados de piometra (p< 0,01) (Grafico 2). O grupo

filogenético A apresentou uma distribuicdo semelhante nos 3 grupos de isolados (Gréfico 2).
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Gréfico 2 — Prevaléncia dos grupos filogenéticos nos isolados das varias origens
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Legenda: Colunas com letras diferentes diferem significativamente (p< 0,05, teste exacto de Fischer)

Tabela 8 — Distribuicdo do namero de ilhas de patogenicidade por grupos de isolados e grupos
filogenéticos

Numero de ilhas por isolado

Grupo filogenético 0 1 2 3 4 5 6 7 M
Isolados de Pibmetra

Grupo A (6,5%)° _ 2 _ - - - - - 1,0
Grupo B1 (0%) - - - - - - - - -
Grupo B2 (93,5%)" - - 8 6 1 8 5 1 40
Grupo D (0%) - - - - - - - - -
Total 0o 2 8 6 1 8 5 1 38

Isolados de Cistite
Grupo A (21,7%)" 2 3 _ - - - - - 0.6
Grupo B1 (13%)" 3 _ _ - - - - - 0
Grupo B2 (47,8%)° - - 2 2 - - 7 - 4,7
Grupo D (17,4%)" 1 2 1 - - - - - 1,0
Total” 3 2 0 0 7 0 26

Isolados de Fezes
Grupo A (11,5%)° 2 1 ) ] ] ] ] ] 0,3
Grupo B1 (30,8%)" 7 1 ) ] ] ] ] ] 0.1
Grupo B2 (38,5%)" - - 2 3 - 2 2 1 42
Grupo D (19,2%)" 3 2 ) ) ) ) ] ] 0.4
Total” 12 4 2 3 0 2 2 1 18

Legenda: M — Numero médio de ilhas de patogenicidade por isolado. Linhas com letras diferentes ou
nameros diferentes de asteriscos diferem significativamente no nimero médio de ilhas de

patogenicidade por isolado (p< 0,05, teste exacto de Fischer)
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Independentemente da sua origem, os isolados pertencentes ao grupo filogenético B2
apresentaram, em média, um maior niumero de marcadores de PAIs do que os isolados dos
restantes grupos filogenéticos (p< 0,05) (Tabela 8). O niumero médio de marcadores de PAIs
por isolado foi maior nos isolados de piémetra (3,8) do que nos isolados de cistite (2,6) e nos
isolados de origem fecal (1,8) (p< 0,05) (Tabela 8). Este facto devera estar relacionado com
a maior prevaléncia do grupo filogenético B2 nos isolados de piometra.

O grupo filogenético B2 foi o grupo que apresentou maior diversidade de PAIs, tendo sido
identificadas todas as PAIs a excepcgao da Iy (Tabela 9). A PAI lszg, llsze, lllsss € 1395 foram
detectadas, exclusivamente, nos isolados do grupo B2 (Tabela 9). A PAI Vs34 foi detectada
em todos os grupos filogenéticos e as PAIS lcrro73 € llcrrors, para além de se encontrarem no
grupo B2, foram também detectadas nos grupos D (n=2) e A (n=1), respectivamente (Tabela
9). No entanto, a baixa frequéncia destas duas ilhas nos grupos filogenéticos D e A nao tera

gualquer significado bioldgico.

Tabela 9 — Distribuicdo dos marcadores de ilhas de patogenicidade em isolados de piémetra, cistite e

fecais, de acordo com o grupo filogenético

Ilhas de patogenicidade

(0]

flocoedco  isoldes (96 NP8 lsso s llsss Nass lomors Nosrors Las o
A
Piometra 2 (6,5) 2 (6,5) 0 0 0 2 0 0 0 0
Cistite 5(21,7) 3(13) 0 0 0 2 0 1 0 0
Fezes 3(11,5) 1(3,8) 0 0 0 1 0 0 0 0
Total 10 6 0 0 0 5 0 1 0 0
B1
Piometra 0 (0)° 0 (0) 0 0 0 0 0 0 0 0
Cistite 3 (13)Cd 0 (0) 0 0 0 0 0 0 0 0
Fezes 8 (30,8)d 1(3,8) 0 0 0 1 0 0 0 0
Total 11 1 0 0 0 1 0 0 0 0
B2
Piometra 29 (93,5)% 29 (93,5) 15 14 1 29 27 14 0 15
Cistite 11 (47,8)b 1147,8) 7 7 2 11 9 9 0 7
Fezes 10 (38,5° 10(385) 5 5 2 10 10 5 0 5
Total 50 50 27 26 5 50 46 28 0 27
D
Pidbmetra 0 (0)® 0 (0) 0 0 0 0 0 0 0 0
Cistite 4 (17,4)° 3 (13) 0 0 0 2 2 0 0 0
Fezes 5 (19,2)b 2 (7,7) 0 0 0 2 0 0 0 0
Total 9 5 0 0 0 4 2 0 0 0

Legenda: Nb - nimero de isolados com PAls. Colunas com letras diferentes diferem

significativamente: ab_ p< 0,05; od_ p< 0,01 (teste exacto de Fischer)
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Combinacéo de ilhas de patogenicidade nos isolados de E. coli de piometra, cistite e
origem fecal

As combinacdes de PAIls observadas nos isolados de E. coli de pibmetra, cistite e de origem
fecal estdo descritas na Tabela 10, Tabela 11 e Tabela 12, respectivamente. Em todos os
grupos de isolados, as combina¢des mais prevalentes incluiram as PAIS [Vszs € Icero73. NOS
isolados de piémetra, a combinagdo de apenas essas duas ilhas foi a mais prevalente
(25,8%), seguida das combina¢cdes das 3 ilhas, PAI 1Vsgs, Icrrors € llcrrors (19,4%) e de 5
ilhas, PAI Iszg, lls3s, 1Vsss, 1306 € llcrrors (19,4%) e, posteriormente, da combinagdo das PAls
Isze, sz, V536, 306, lcrrozz € llcrrors (16,1%). Esta Gltima é também a combinagdo mais
frequente nos isolados de cistite (21,7%). J& nos isolados fecais, a combinacdo mais
prevalente incluiu as ilhas 1Vszg, lcrro7z € llcerors, NA0 havendo, no entanto, uma grande
diferenca entre as prevaléncias das véarias combinagfes, neste grupo de isolados. Dos
isolados de piébmetra, apenas 6,5% tinham menos de 2 PAls. No entanto, para os isolados

de cistite e fecais este valor foi de 47,8% e 61,5%, respectivamente.

Tabela 10 — Combinacao de marcadores de PAIs nos isolados de pibmetra

N° de ilhas
2 ilhas 25,8% | IVs3s  lcrrors
3 ilhas 19,4% [ IVs3zs  lcrrors  lerrors
4 ilhas 3,2% | ls36 536 V536 1396
5 ilhas 19,4% | lsse 536 IVs36 396 lcrro73
312% |536 I |536 |V536 I |J96 I ICFT073
312% |536 |V536 I |J96 ICFT073 I ICFT073
6 ilhas 16,1% | lsse 536 IVs36 396 lcrrors llerrors
7 ilhas 3,2% 536 536 536 V536 1306 lcrrozz llcrrors

Tabela 11 — Combinacdo de marcadores de PAIs nos isolados de cistite

N° de ilhas

2 ilhas 13% IVs3s  lcrrors

3ilhas 8,7% | IVszs lcrrors  llcrrors

6 ilhas 8,7% | lsse 536 536 V536 1396 llcrrors
21,7% | lsse 536 V536 11306 lcrro7s Herrors
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Tabela 12 — Combinacdo de marcadores de PAIls em isolados fecais

N° de ilhas
2 ilhas 7, 7% V536 lcFrors
3 ilhas 11,5% | V536 Icrro73 llcrro7s
5ilhas 7,71% 536 536 V536 1306 lcFro7s
6 ilhas 3,8% I536 Ils36 V536 306 lcrrora llcrrors
3,8% | Isss 536 536 Vsss  1la0e lcrro73
7 ilhas 3,8% 536 536 536 V536 536 lcFro7s llcrrors

Associacdao entre ilhas de patogenicidade e os fen6tipos dos isolados

O fendtipo hemolitico foi mais frequente nos isolados de piometra e o fendtipo néo
hemolitico e ndo mucoso foi encontrado maioritariamente nos isolados de cistite e de origem
fecal (Gréfico 3). O fen6tipo mucdide apenas foi verificado em isolados de piometra (Gréfico
3).

Grafico 3 — Prevaléncia dos diferentes fenétipos nos isolados de E. coli de pidbmetra, cistite e de

origem fecal
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Legenda: H+M — Hemolitico e mucoéide; H+NM — Hemolitico e ndo mucodide; NH+M — Nao hemolitico

e mucoide; NH+NM — Nao hemolitico e ndo mucéide. Colunas com letras diferentes diferem

significativamente (p< 0,05, teste exacto de Fischer)

As PAIS lsgg, lls3s 1536 € 11395 apenas foram detectadas em estirpes hemoliticas e nédo
mucoides (Grafico 4). A PAI IVsss foi detectada em todas as estirpes com fenétipo hemolitico
e ndo mucoide e com fendtipo ndo hemolitico e mucdide e apenas em 59,6% das estirpes

com fenétipo ndo hemolitico e ndo mucadide (Grafico 4).
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Grafico 4 — Associacédo entre ilhas de patogenicidade e os fenétipos dos isolados das coldnias de E.
coli
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Legenda: H+M — Hemolitico e mucdide; H+NM — Hemolitico e ndo mucoide; NH+M — Nao hemolitico
e mucodide; NH+NM — N&o hemolitico e ndo mucéide. Colunas com letras diferentes diferem
significativamente (p< 0,05, teste exacto de Fischer)

Prevaléncia dos genes que codificam para factores de viruléncia

Dos genes que codificam para as adesinas, o fimH, foi o0 gene mais prevalente nos trés
grupos em estudo (Grafico 5). O gene sfa/focDE foi mais prevalente nos isolados de
piometra (77,4%) do que nos isolados de cistite (43,5%; p< 0,05) e de origem fecal (30,8%;
p< 0,01) (Gréfico 5). Os genes focG e papEF foram mais prevalentes (p< 0,05) nos isolados
de piémetra (61,3% e 48,4%, respectivamente) do que nos isolados de origem fecal (34,6%
e 19,2%, respectivamente) (Gréafico 5). O gene sfaS nado foi detectado nos isolados de
piometra e o gene afaBC foi detectado somente num isolado de cistite (4,3%) (Gréfico 5).

Grafico 5 — Prevaléncia dos genes que codificam adesinas nos isolados das varias origens
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Legenda: Colunas com letras diferentes diferem significativamente (p< 0,05, teste exacto de Fischer)
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Em relacdo aos genes que codificam para os sistemas de captacdo de ferro, verificou-se
uma elevada prevaléncia dos genes estudados, com excepc¢do do gene iucD (9,7% a
26,1%) nos 3 grupos de isolados (Grafico 6). Contudo, o gene chuA, que codifica para o
receptor do grupo heme, e o gene fyuA que codifica para o sideroforo yersiniabactina, foram
mais prevalentes nos isolados de piémetra (p< 0,05) (Gréfico 6). O gene iroN, que codifica
para a salmoquelina foi mais prevalente nos isolados de cistite do que nos isolados de
origem fecal (p< 0,05) (Gréafico 6). O numero médio de genes que codificam para os
sistemas de captagdo de ferro foi semelhante nos isolados de pidmetra, de cistite e de
origem fecal (4,7, 4,5 e 3,9 genes por isolado, respectivamente) (Tabela 13). A prevaléncia
dos genes hlyA e cnfl foi maior nos isolados de piémetra do que nos isolados de origem
fecal (p< 0,05) (Gréfico 7). O gene usp foi mais prevalente nos isolados de cistite e de

piémetra do que nos isolados fecais (p< 0,05) (Gréfico 7).

Gréfico 6 — Prevaléncia dos genes que codificam sistemas de captacdo de ferro nos isolados das

varias origens
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Legenda: Colunas com letras diferentes diferem significativamente (p< 0,05, teste exacto de Fischer)
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Gréafico 7 — Prevaléncia de genes que codificam toxinas e proteina especifica uropatogénica nos
isolados de piometra, cistite e de origem fecal
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Legenda: Colunas com letras diferentes diferem significativamente (p< 0,05, teste exacto de Fischer)

Tabela 13 — Distribuicdo dos genes que codificam para as diferentes classes de factores de viruléncia

em relacdo a origem dos isolados

Numero de genes de factores de viruléncia por isolado
0 1 2 3 4 5 6 M

Isolados de piémetra
Adesinas - 4 5 13 9 - - 2,9
Sistemas captacéo ferro 2 5 23 1 4,7
Outros FVs 9 7 1 14 - - - 1,6

Isolados de cistite

Adesinas 1 6 5 3 7 1 - 2,5
Sistemas captacéo ferro - - - 4 6 11 2 45
Outros FVs 9 7 - 7 - - - 1,2
Isolados fecais
Adesinas 3 13 2 3 3 2 - 1,8
Sistemas captacéo ferro - 2 2 6 6 6 4 3,9
Outros FVs 17 4 3 2 - - - 0,6

Legenda: M — NUumero médio de genes que codificam para factores de viruléncia por isolado

Associacao entre factores de viruléncia

Em todos os isolados de piémetra e cistite, foi identificado mais do que um gene de sistemas
de captacdo de ferro (Tabela 14 e Tabela 15). A combinacdo dos genes fepA, sitA, iroN,
chuA e fyuA foi a mais frequente tanto nos isolados de pidmetra como nos de cistite (Tabela

14 e Tabela 15). Os isolados fecais, na sua maioria, também possuem mais do que um gene
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gue codifica para sistemas de captacdo de ferro, sendo que nestes, tanto a combinacéo de
genes ja referida, como a combinacdo dos genes fepA, sitA e iroN tem a prevaléncia mais
elevada (19,2%), seguindo-se, em prevaléncia, a combinacdo dos 6 genes pesquisados
(15,4%) (Tabela 16).

Tabela 14 — Combinacao de genes que codificam para sistemas de captacéo de ferro em isolados de

piometra
[ N° de genes |
3 genes 6,5% | sitA chuA fyuA |
4 genes 6,5% | fepA sita chuA fyuA
9,7% | sitA iroN chuA fyuA
5 genes 67,7% | fepA SitA iroN chuA fyuA
3,2% | fepA SitA iroN iucD fyuA
6 genes 6,5% | fepA SitA iroN iucD chuA fyuA

Tabela 15 — Combinacao de genes que codificam para sistemas de captacéo de ferro em isolados de

cistite
[ N° de genes |
3 genes 17,4% | fepA SitA iroN |
4 genes 8,7% | fepA SitA iroN chuA
8,7% | fepA SitA iroN lucD
8,7% | sitA iroN chuA fyuA
5 genes 8,7% | fepA SitA iroN iucD fyuA
39,1% | fepA SitA iroN chuA fyuA
6 genes 8,7% | fepA SitA iroN iucD chuA fyuA

Tabela 16 — Combinacdo de genes que codificam para sistemas de captacdo de ferro em isolados

fecais
N° de genes
2 genes 3,8% |fepA  chuA
3,8% | fepA SitA
3 genes 3,8% |fepA  sitA chuA
19,2% | fepA SitA iroN
4 genes 3,8% |fepA  sitA iroN fyuA
3,8% |fepA  sitA iroN chuA
3,8% | fepA SitA chuA  iucD
3,8% |fepA  sitA chuA  fyuA
7,7% | SitA iroN chuA  fyuA
5 genes 3,8% |fepA  sitA iroN lucD  fyuA
19,2% | fepA SitA iroN chuA fyuA
6 genes 15,4% |fepA  sitA iroN iucD chuA  fyuA
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Relativamente a presenca de genes que codificam para adesinas, em todos os grupos de
isolados, identificaram-se, maioritariamente, combinagdes de 2 (fimH e focG) ou 3 (fimH,
focG e papEF) genes (Tabela 17, Tabela 18 e Tabela 19). No grupo dos isolados de
pibmetra apenas 6 isolados tinham apenas um gene que codifica para uma adesina. Nos
outros dois grupos, a percentagem de isolados com apenas um gene que codifica para 1
adesina foi maior do que nos isolados de piometra: 30,4% nos isolados de cistite e 61,5%
nos isolados fecais (Tabela 18 e Tabela 19).

Tabela 17 — Combinacao de genes que codificam para adesinas em isolados de pidometra

[ N° de genes |
2 genes 19,4% fimH papEF
32,3% fimH focG
3 genes 29% fimH focG papEF |

Tabela 18 — Combinacdo de genes que codificam para adesinas em isolados de cistite

[ N° de genes |

2 genes 17,4% | fimH focG
13% fimH papEF
4,3% fimH afaBC

3 genes 17,4% | fimH focG papEF
4,3% fimH focG sfaS
4,3% fimH papEF sfaS

4 genes 8,7% fimH focG papEF sfaS |

Tabela 19 — Combinacédo de genes que codificam para adesinas em isolados fecais

[ N° de genes |
2 genes 15,4% | fimH focG
3,8% fimH sfaS
3 genes 11,5% | fimH focG papEF |
4 genes 7,7% fimH focG papEF sfaS |

A associagao entre o gene usp, hlyA e cnfl ocorre, na maioria dos casos, nos isolados de
piometra e cistite (Tabela 20 e Tabela 21). Nos isolados fecais, ndo existem grandes
diferencas de prevaléncia entre a combinacdo dos 3 genes e a combinacdo apenas dos
genes hlyA e cnfl (Tabela 22). Em todos os grupos de isolados, os genes hlyA e cnfl

encontram-se sempre em associacao (Tabela 20, Tabela 21 e Tabela 22).

Tabela 20 — Combinacdo de genes que codificam para hemolisina, CNF-1 e Usp em isolados de

pibmetra
[ N° de genes |
2 genes 16,1% | hiyA  cnfl |
3 genes 32,3% | usp hiyA  cnfl |
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Tabela 21 — Combinacdo de genes que codificam para hemolisina, CNF-1 e Usp em isolados de
cistite

[ N° de genes |
3 genes 30,4% | usp hiyA  cnfl |

Tabela 22 — Combinacédo de genes que codificam para hemolisina, CNF-1 e Usp em isolados fecais

N° de genes
2 genes 11,5% | hiyA cnfl
3 genes 7,7% | usp hlyA cnfl

Associacdo entre factores de viruléncia e grupos filogenéticos

O padréo de distribuicdo dos genes que codificam para FVs foi semelhante ao padréo de
distribuicdo dos marcadores de PAls, observando-se que o numero médio de genes
identificados foi mais elevado nos isolados do grupo filogenético B2 e, consequentemente,
nos isolados de piometra (Tabela 23). Em relacdo aos sistemas de captacdo de ferro, o
gene iucD foi mais prevalente no grupo filogenético A (p< 0,05) do que nos outros 3 grupos.
O gene fyuA foi mais prevalente nos isolados do grupo B2 (p< 0,001) e o gene chuA, como

seria de esperar, nos isolados dos grupos D e B2 (p< 0,05) (Gréfico 8).

Tabela 23 — Numero de genes que codificam para factores de viruléncia em relacdo a origem dos

isolados e ao grupo filogenético

Numero de genes que codificam para factores de viruléncia por isolado

Grupo filogenético 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 M

Isolados de Piémetra

A (6,5%) - - - - - 2 - - - - - - 7,0

B1 (0%) - - e e e e e e e e e -

B2 (93,5%) - - 2 1 - 2 7 2 1 10 4 - 9,3

D (0%) - - - - - - - - - - - - -

Total 0 0 2 1 0 4 7 2 1 10 4 0 9,1
Isolados de Cistite

A (21,7%) - - - 3 1 1 - - - - - - 5,6

B1 (13%) - -2 1 - - - - - - - 4,3

B2 (47,8%) - - - - - - 3 1 1 5 1 11

D (17,4%) - - - 1 1 1 1 - - - - - 6,5

Total 0 0 2 5 2 2 1 4 1 2 3 1 8,0
Isolados de Fezes

A (11,5%) - -1 1 1 - - - - - - - 5,0

B1 (30,8%) 2 1 1 3 1 - - - - - - - 4.0

B2 (38,5%) - - - - 4 1 - 3 1 1 9,9

D (19,2%) i 1 - 2 - 1 - - - - - - 4.4

Total 3 2 2 6 2 2 3 1 1 2 2 0 6,3

Legenda: M — Namero médio de genes que codificam para factores de viruléncia por isolado
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Grafico 8 — Associacao de sistemas de captacdo de ferro e grupos filogenéticos

Legenda: Colunas com letras diferentes diferem significativamente (p< 0,05, teste exacto de Fischer)

A prevaléncia dos genes que codificam para adesinas foi maior nos isolados do grupo B2 do
gue nos restantes grupos filgenéticos (p< 0,05) (Grafico 9). No entanto, o gene fimH foi
igualmente prevalente (>75%) nos quatro grupos filogenéticos, o gene sfaS apenas foi
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Grafico 10 — Associacao entre genes que codificam para toxinas e proteina especifica uropatogénica
e grupos filogenéticos
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Associacdo entre genes que codificam para factores de viruléncia e os fenétipos dos
isolados

Em relagédo aos genes que codificam para sistemas de captacéo de ferro, os isolados com
fendtipo hemolitico apresentam maior prevaléncia dos genes iroN, chuA e fyuA do que os
isolados com fendtipo ndo hemolitico e ndo mucéide (p< 0,05) (Grafico 11).

Relativamente as adesinas, verificou-se que os isolados com fenétipo hemolitico e néo
mucoide apresentaram uma maior prevaléncia do gene papEF (p< 0,05) (Grafico 12). Os
genes hlyA e cnfl foram detectados em todos os isolados hemoliticos e ndo mucéides, ndo

tendo sido identificados em isolados com fen6tipo ndo hemolitico (p< 0,05) (Gréfico 13).

Gréfico 11 — Associacdo entre genes que codificam para sistemas de captacao de ferro e fenotipos
dos isolados
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Legenda: H+NM — Hemolitico e ndo mucdide; NH+M — N&o hemolitico e mucdide; NH+NM — N&o
hemolitico e ndo mucdide. Colunas com letras diferentes diferem significativamente (p< 0,05, teste
exacto de Fischer)
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Gréfico 12 — Associagdo entre genes que codificam para adesinas e fenétipos dos isolados
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Gréfico 13 — Associacdo entre genes que codificam para a hemolisina, CNF-1 e Usp e fenétipo dos

isolados
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Avaliacéo dos perfis de viruléncia

A associacdo dos isolados segundo os seus perfis de viruléncia pode ser observada no
dendrograma da Figura 1. Com base numa semelhanca maior ou igual a 77%, foi possivel
identificar trés grupos (A, B e C). O grupo A é maioritariamente constituido por isolados de
cistite (n=11) e de origem fecal (n=15) pertencentes aos grupos filogenéticos A, B1 e D.
Fazem ainda parte deste grupo os 2 isolados de piometra do grupo filogenético A. Os
isolados pertencentes a este grupo apresentam, em média, 4,8 genes que codificam para
FVs e 0,4 marcadores de PAls. O grupo A pdde ser dividido em dois sub-grupos de
isolados, com base na presenca do gene fyuA e do marcador da PAI 1Vsgs.

O grupo B é constituido, principalmente, por isolados de pidmetra (n=14), mas contém
também isolados de cistite (n=5) e de origem fecal (n=6), pertencentes ao grupo filogenético
B2 (com excepcédo de 2 isolados do grupo D). Os isolados deste grupo apresentam, em
média, 7,8 genes que codificam para FVs e 2,4 marcadores de PAls. Além dos FVs e PAls
observados no grupo A, os isolados do grupo B apresentaram uma maior prevaléncia dos
genes sfa/focDE, focG e usp e dos marcadores para as PAI lcrro7z € 1Vs3s.

O grupo C é constituido, essencialmente, por isolados de piémetra (n=15), incluindo também
isolados de cistite (n=7) e de origem fecal (n=5). Todos os isolados pertencem ao grupo
filogenético B2 e apresentam um elevado niumero de genes que codificam para FVs (média
de 11,4) e marcadores de PAIls (média de 5,6). Os isolados do grupo C séo potencialmente
mais virulentos e distinguem-se dos isolados dos grupos anteriores pela presenca dos
genes hlyA e cnfl e dos marcadores das PAIS lssg, llsss, llls36 € 11396. POr outro lado, os genes
papEF e sfa/focDE estdo presentes com elevada prevaléncia (96,3% e 92,6%,
respectivamente). Foi ainda possivel verificar que todos os isolados positivos para o gene
fyuA foram positivos para o marcador da PAI 1Vszs € que 0s isolados positivos para 0s genes
hlyA e cnfl foram também positivos para o marcador da PAl ll;ps €, em 96,3% dos casos,
positivos para o gene papEF. N&o foi observada associacéo entre a presenca do gene hlyA

e o marcador da PAI lcgrozs.
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Figura 1 — Dendrograma obtido através do perfil de viruléncia dos isolados analisados
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DiscussAo

Pretendeu-se, com este trabalho, comparar os perfis de viruléncia entre os isolados de
pibmetra, cistite e de origem fecal. Deste modo, foi avaliada a presenga de marcadores de
PAIs e de genes que codificam para determinados FVs associados com a adesdo e
sobrevivéncia da bactéria, bem como a capacidade de destruigdo celular.

Embora os isolados de pidometra, cistite e de origem fecal tenham apresentado uma
sobreposicdo do perfil de viruléncia, a prevaléncia de marcadores de PAls foi
significativamente maior nos isolados de piémetra (100%) comparativamente aos isolados
de cistite (74%) e de origem fecal (54%). Isto sugere que os isolados de pibmetra estardo
mais bem adaptados a diversos ambientes e tecidos alvo (Lloyd, Henderson, Vigil, &
Mobley, 2009). Por outro lado, ndo houve diferenga significativa entre a prevaléncia de
marcadores de PAls, nos isolados de origem fecal e de cistite. Num estudo realizado por
Sabaté et al. (2006), o numero de isolados de origem fecal com marcadores de PAls (40%)
foi também elevado. No entanto, nesse estudo, 93% dos isolados de ITU possuiam
marcadores de PAIs, havendo uma diferenga significativa entre os dois grupos de isolados.
No nosso estudo, dentro do grupo das cistites, em 61,5% das estirpes ndo foi detectado ou
foi detectado apenas um marcador das PAls analisadas, 0 que sugere que esta afeccdo, na
cadela, pode ser provocada por estirpes com um menor potencial de viruléncia. Por outro
lado, as estirpes de piometra tém um elevado potencial de viruléncia, possuindo um grande
namero de marcadores de PAls e genes de viruléncia. Neste grupo, em 90% dos isolados,
foi detectado mais do que um marcador de PAIs. No entanto, existem isolados de cistite e
de origem fecal com estas caracteristicas, 0 que sugere que poderao induzir piémetra, em
cadelas susceptiveis.

As PAls Vs € Icrrors foram as mais prevalentes nos trés grupos de isolados. Tal como
anteriormente descrito, a elevada prevaléncia destas ilhas devera estar associada a sua
estabilidade no genoma bacteriano (Middendorf et al., 2004; Sabaté et al., 2006). Ja a PAl
llls3, que codifica para as fimbrias S e a salmoquelina, entre outros FVs, foi a menos
prevalente de todas as PAls detectadas. Sabaté et al. (2006) identificou esta PAI em apenas
2% de isolados uropatogénicos humanos e Li et al. (2010) ndo a detectou em isolados de
origem fecal de humanos. Estes resultados poderdo estar relacionados com a grande
instabilidade desta PAI, tal como demonstrado por Middendorf et al. (2004).

A PAI V53 codifica para o sideroforo yersiniabactina e a PAI Icero73 codifica para a a-
hemolisina, as fimbrias P e a aerobactina, entre outros factores. A elevada prevaléncia da
PAI 1Vs3s em diferentes enterobacteridceas, tanto patogénicas como comensais (Schubert,
Rakin, & Heesemann, 2004), levanta duvidas acerca da importdncia do seu papel na
patogenicidade da E. coli (Karch et al., 1999; Hacker & Carniel, 2000). O seu papel na

viruléncia de E. coli parece estar dependente do tipo de infeccdo. No modelo de ITU em
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ratinho, a co-infeccdo com uma estirpe em que a PAI V53 foi inactivada e a estirpe
selvagem, mostrou que o mutante teve menor crescimento, sugerindo que esta PAI podera
ter um papel relevante na patogenia da pielonefrite (Lloyd et al., 2009). J& num estudo
semelhante, num modelo de septicemia, Tourret, Diard, Garry, Matic e Denamur (2010)
verificaram que a estirpe com a PAI inactivada tem crescimento semelhante a estirpe
selvagem, o que sugere que, em casos de septicemia, a PAIl V53 pode ndo contribuir para o
aumento da patogenicidade da bactéria.

Apenas a PAI IVs3 e a PAI Icero73 foram significativamente mais prevalentes nos isolados de
piometra do que nos restantes. Este facto sugere que estas ilhas poderdo ter um papel
relevante na patogénese da piometra e ndo uma funcdo meramente de fitness.

Neste estudo, a PAI Icero73, NeM sempre esteve associada a presenca dos genes hlyA,
papEF e iucD e ao fenétipo hemolitico. Uma vez que as PAls sdo material genético instavel,
altamente susceptivel a processos de incorporacdo e deleccdo de genes (Hacker et al.,
1997; Middendorf et al., 2004), pelo menos, parte da PAI Icero73 devera ter sofrido delecgéo
nos isolados de E. coli em estudo.

O mesmo FV pode, no entanto, ser codificado por mais do que uma PAI. Neste estudo,
verificou-se que os isolados de E. coli podem ter, no seu genoma, até trés PAls que,
potencialmente, podem codificar para a a-hemolisina (Isze, lls3s € 1306) € para as fimbrias P
(lsgs, Icrro73 € llcrro73). NOS casos em que a mesma estirpe possui varias PAls que codificam
para o mesmo factor de viruléncia, a deleccéo total ou parcial de uma das ilhas ndo altera o
fenotipo da bactéria. Estas delec¢cbes dao lugar a incorporacdo de novo material genético
com possiveis novas, e mais vantajosas, funcées na colonizacao de novos ambientes. Para
além disso, confere a bactéria uma maior habilidade para evadir-se do sistema imunitario e
assim persistir no hospedeiro num estadio cronico de infeccdo (Blum el al., 1994;
Middendorf et al., 2001). Por outro lado, PAls que conferem alguma vantagem a bactéria
tém tendéncia a tornar-se mais estaveis no seu genoma, através da delec¢cédo de genes que
Ihes conferem mobilidade (Karch et al., 1999; Middendorf et al., 2004).

A ilha ll;56, que codifica para a a-hemolisina, as fimbrias Prs e o0 CNF-1 esteve associada a
presenca dos genes hlyA e cnfl, em 100% dos casos, a presenca dos genes papEF, em
cerca de 95% dos casos, e a 100% das colénias hemoliticas. Isto sugere que estes genes
deveréo estar associados nesta ilha e que o codao hly € funcional.

Os isolados de piometra tiveram uma maior prevaléncia de colénias com fen6tipo hemolitico
e foram os Unicos em que se verificou o fen6tipo mucdide. As prevaléncias dos genes hlyA e
cnfl foram significativamente mais elevadas em isolados de piémetra (48,4%) do que em
isolados de origem fecal (19,2%), o que est& de acordo com resultados de outros trabalhos
(Chen et al., 2003; Siqueira et al., 2009). Em isolados de piémetra, Siqueira et al. (2009)

reporta uma prevaléncia de 34,6% do gene hlyA e 40,4% do gene cnfl e Chen et al. (2003)
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obteve uma prevaléncia de 52% para ambos os genes. A hemolisina é uma toxina que
provoca a lise celular de eritrécitos e células nucleadas do hospedeiro, induzindo
inflamacado, o que favorece a translocacdo da bactéria (Bien, Sokolova, & Bozko, 2012). O
CNF-1 parece facilitar a bacteriémia, devido a interferir no processo de fagocitose pelos
polimorfonucleares neutrdéfilos (Fiorentini et al., 1997; Doye et al., 2002). O fen6tipo mucdide
poderd também contribuir para a viruléncia de E. coli, uma vez que os mucopolissacarideos
ajudam a bactéria a evadir-se do sistema imunitario do hospedeiro e a formar biofilmes
(Beloin, Roux, & Ghigo, 2008; Todar, 2008; Bien et al., 2012).

A ligacdo das bactérias as células hospedeiras € um passo crucial da infeccdo. No nosso
estudo, os isolados de piémetra e cistite apresentaram um namero médio de genes que
codificam para adesinas maior do que os isolados de origem fecal. A elevada prevaléncia de
genes para adesinas em isolados de pidbmetra e cistite sugere um mecanismo de
redundancia funcional. Num estudo em que se realizou a inactivagdo simples, dupla ou tripla
dos operdes fim, sfa e pap, apenas se verificaram diferengas significativas na adeséo a
explantes de endométrio canino, nas estirpes que ndo possuiam nenhuma das 3 adesinas
(Krekeler et al., 2013). Este resultado sugere que a auséncia de uma dessas fimbrias é
colmatada pela presenca de outras e, por isso, nhdo hd uma contribuicdo especifica de
nenhuma delas para a adesédo ao endométrio canino.

O gene que codifica para as fimbrias tipo 1 foi 0 mais prevalente em todos os grupos de
isolados. O mesmo foi verificado por Qin et al. (2013), num estudo realizado em isolados
UPEC e de origem fecal de humanos. As fimbrias P, codificadas pelo operdo pap, estdo
frequentemente associadas a isolados de piémetra (36,5 a 52%) (Chen et al., 2003; Siqueira
et al., 2009; Ghanbarpour & Akhtardanesh, 2012). Também neste estudo a prevaléncia do
gene papEF foi elevada, nos isolados de pidbmetra, atingindo 48,4%, o0 que sugere que as
fimbrias P podem estar envolvidas na patogenia desta afeccdo. Estas fimbrias foram
anteriormente relacionadas com a infecgdo do trato urinério, tendo Waullt et al. (2001)
verificado que isolados que expressam fimbrias P ou Prs estabelecem bacteriuria mais
rapidamente e estimulam a resposta imunitaria do hospedeiro. Estudos anteriores (Chen et
al., 2003; Siqueira et al., 2009), ndo verificam diferencas na prevaléncia da regido genomica
correspondente ao dominio comum das fimbrias S e F1C em grupos de isolados de
piometra, de ITU e de origem fecal. Essas prevaléncias sdo, nesses estudos, atribuidas
apenas as fimbrias S. No entanto, no nosso estudo, o gene sfaS nédo foi encontrado nos
isolados de piometra, atribuindo-se a elevada frequéncia desse dominio, exclusivamente, as
fimbrias F1C. Estas fimbrias poderdo ter um papel importante no desenvolvimento de
piometra em cadelas, devido a sua prevaléncia significativamente mais elevada nestes
isolados. Apesar de, na maioria dos casos, a presenca do dominio S/F1C corresponder a

presenca do gene focG ou sfaS, em 13,3% dos isolados, foi encontrado o dominio sem
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serem detectados os genes focG ou sfaS e, em 8,9% dos isolados, um dos genes das
fimbrias foi identificado, mas n&o o do dominio S/F1C. A existéncia de variaveis homologas
dos genes dos operdes foc e sfa, tais como os operdes sfr, sfall e f165, podera contribuir
para uma ndo correspondéncia de resultados, como a que foi verificada (Pawelzik,
Heesemann, Hacker, & Opferkuch, 1988; Harel, Jacques, Fairbrother, Bossé, & Forget,
1995; Mitsumori, Terai, Yamamoto, & Yoshida, 1998).

A maior parte dos isolados possui varios genes que codificam para sistemas de aquisicdo de
ferro (fyuA, iucD, iroN, fepA, sitA e chuA). A excepcdo da aerobactina, todos os sistemas
apresentaram prevaléncias superiores a 53,8%. A presenca de mais de um gene de
sistemas de captacdo de ferro verificou-se em 97,5% dos isolados, sendo que 43,8%
apresentou uma combinacdo de 5 genes de sistemas de captacdo de ferro. Isto reforga a
funcdo fundamental que o ferro tem no crescimento/persisténcia da bactéria.

A presenca de varios sistemas de aquisicdo de ferro num mesmo isolado sugere uma
redundancia funcional e/ou uma vantagem para a bactéria na colonizacdo e adaptagédo a
diferentes ambientes. No entanto, cada sistema de aquisicdo de ferro, tem condicdes
optimas de funcionamento (Valdebenito et al., 2006), e a sua utilizacdo confere vantagem na
colonizacao de ambientes especificos. Neste estudo, a maior prevaléncia dos genes fyuA e
chuA em isolados de piémetra sugere que estes sistemas de aquisicao de ferro estdo mais
bem adaptados as condi¢c6es uterinas, tendo, provavelmente, um papel relevante na
patogenia da doenca. A yersiniabactina, além do papel na aquisicdo de ferro, também
interfere na resposta imunitaria do hospedeiro (Fetherston, Kirillina, Bobrov, Paulley, &
Perry, 2010) e contribui para a formacao de biofilme (Hancock, Ferriéres, & Klemm, 2008).
Garcia, Brumbaugh e Mobley (2011) verificaram que, de entre varios sistemas de aquisicao
de ferro (fepA, iroN, iutA, fyuA, chuA, hma, entre outros), apenas os receptores do grupo
heme Chua e Hma e os sideroforos aerobactina e yersiniabactina pareceram contribuir
significativamente para a aquisicdo de ferro nas ITUs por E. coli. Isto deve-se,
provavelmente, a sua melhor adaptacdo as condicbes e a disponibilidade de ferro nestes
orgéos.

O gene usp apresentou uma prevaléncia bastante elevada e significativamente superior em
isolados patogénicos (piémetra e cistite), tal como verificado noutros estudos em estirpes
UPEC (Kurazono et al., 2000; Siqueira et al., 2009). Estes resultados sugerem que esteja
associada a patogenicidade da E. coli na piometra e na cistite. Apesar de ainda néo se
compreender, na totalidade, o papel da proteina codificada por este gene, pensa-se que
podera ser uma bacteriocina (Parret & De Mot, 2002).

Embora o grupo filogenético B2 tenha sido detectado nas diferentes classes de isolados, a
sua prevaléncia foi significativamente maior nos isolados de pidémetra, em relacdo aos

restantes dois grupos. Os isolados deste grupo filogenético tém um maior potencial de
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viruléncia, devido ao elevado numero de PAIls (nimero média de 4,2 por isolado) e FVs
(numero médiao de 9,8 por isolado) que possuem.

Os dois Unicos isolados de piometra do grupo filogenético A encontrados no grupo de
isolados de pidmetra poderdo ter causado infec¢édo devido a factores predisponentes (HQE,
progestagénios, ra¢a, etc.) ou a uma diminuicdo na imunidade do hospedeiro, o que leva a
uma maior dificuldade do Gtero em eliminar bactérias menos patogénicas.

Estudos apontam o grupo filogenético B2 como o mais prevalente em estirpes patogénicas
também em humanos (Bingen et al., 1998; Zhang, Foxman, & Marrs, 2002; Sabaté et al.,
2006). No entanto, num estudo realizado em isolados uterinos de cadelas com piometra, o
grupo filogenético A foi o que apresentou maior prevaléncia (Ghanbarpour & Akhtardanesh,
2012). Esta divergéncia nos resultados de agrupamento filogenético poderd estar
relacionada com diferencas geogréficas, diferencas nas caracteristicas da populacdo de
hospedeiros, diferencas culturais na dieta ou processamento dos alimentos, ou diferencas
no método de colheita das amostras (Duriez et al., 2001; Zhang et al., 2002).

No nosso estudo, verificou-se que os grupos filogenéticos D e B2 representavam a maioria
(57,7%) dos isolados de origem fecal analisados, 0 que esta de acordo com os resultados
obtidos por Harada et al. (2012). Com isto, podera supor-se que as fezes caninas séo
reservatdrio de estirpes com elevado potencial patogénico, visto que o grupo B2 possui, em
média, mais ilhas de patogenicidade e factores de viruléncia. No entanto, em humanos, o0s
isolados de origem fecal pertencem, na sua maioria, ao grupo filogenético B1 e A (Duriez et
al., 2001; Sabaté et al., 2006).

Estirpes pertencentes ao grupo filogenético B2 poderdo ter uma maior propensao para a
aquisicdo de PAIls e FVs (Escobar-Paramo et al., 2004). As PAls ls3s (hemolisina-a, entre
outros), llsss (hemolisina-a, fimbrias relacionadas com as fimbrias P, entre outros), lllszs € 11306
sdo caracteristicas do grupo filogenético B2, ndo se encontrando em nenhum dos outros
grupos. A presenca destas ilhas apenas no grupo filogenético B2 podera, também, estar
relacionada com a sua aquisicdo posterior a separacdo do grupo filogenético B2 dos
restantes grupos, mantendo-se estaveis e sendo transmitidas verticalmente (Johnson &
Stell, 2000).
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CoNCLUSAO

Os isolados de pidmetra pertenceram, na sua maioria, ao grupo filogenético B2 e
apresentaram, em média, mais marcadores de PAIls e FVs que os isolados de cistite e de
origem fecal.

O utero demonstra ser um ambiente dificil de colonizar, sendo necessario que a E. coli
possua um grande numero de PAIls e FVs. Contrariamente a piometra, a cistite pode ser
associada a estirpes de todos os grupos filogenéticos e com um numero de FVs mais
reduzido. Por outro lado, nem todos os isolados de origem fecal parecem ter potencial para
induzir pimetra, embora grande parte destes pareca poder estar envolvido na colonizagcdo
da bexiga.

As estirpes fecais de origem canina ndao deverdo, no entanto, ser automaticamente
consideradas comensais, uma vez que se verificou que o recto podera funcionar como um
reservatdrio de estirpes potencialmente patogénicas dos grupos filogenéticos B2 e D.

Este estudo permitiu a caracterizacdo do perfil de viruléncia de isolados de E. coli
associados a infecgdo uterina e do tracto urinario. Estudos futuros que avaliem a expresséo
dos FVs e ndo sb a sua presenca poderdo ajudar a identificar os que na realidade s&o

importantes no estabelecimento da piometra e da cistite.
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ANEXOS

Anexo 1 — Exemplo de resultado de PCR do Multiplex A

Legenda: 1 — Controlo positivo E. coli 536, 2 — Controlo positivo E. coli J96, 3-5 — Isolados positivos
para os marcadores das PAIs llcero7s € V36, 6 — ISolado positivo para o marcador da PAI 1Vszg, 7 —

Controlo negativo, 8 — Marcador de pesos moleculares

Anexo 2 — Exemplo de resultado de PCR do Multiplex B1

11306

VBt Gt Vs ) )

|536

Legenda: 1 — Controlo positivo E. coli 536, 2 — Controlo positivo E. coli J96, 3-5 — Isolados positivos
para os marcadores das PAIs ll;g € ls36, 6 — Isolado negativo para ambos os marcadores, 7 —
Marcador de pesos moleculares, 8 — Isolado negativo para ambos os marcadores, 9-12 - Isolados
positivos para os marcadores das PAIs Il € lsz6, 13 — Isolado negativo para ambos os marcadores,

14 — Controlo negativo
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Anexo 3 — Exemplo de resultado de PCR do Multiplex B2

536
IcFrora

396

Legenda: 1 — Controlo positivo E. coli J96, 2 — Isolado positivo para os marcadores das PAIs llszs €
lcrro73, 3 — Isolado positivo para o marcador da PAI llssg, 4 — Isolado positivo para os marcadores das
PAIs llsz € Icero73, 5 — Isolado positivo para o marcador da PAI Icrre73, 6 — Marcador de pesos
moleculares, 7 — Isolado negativo para todos os marcadores, 8-10 — Isolados positivos para 0s
marcadores das PAIs llsss € lcrro73, 11 — Isolado positivo para o marcador da PAI Icero73, 12 — Isolado

negativo para todos os marcadores, 13 — Controlo negativo

Anexo 4 — Exemplo de resultado de PCR de deteccdo de um gene de factores de viruléncia (iroN)

Legenda: 1 — Marcador de pesos moleculares, 2-3 — Isolados positivos para o gene, 4-5 — Isolados
negativos para o gene, 6-8 — Isolados positivos para o gene, 9 — Isolado negativo para o gene, 10 —
Controlo positivo E. coli ATCC 25922, 11 — Controlo negativo
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