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RESUMO 

Escherichia coli (E. coli) é a bactéria gram-negativa mais comummente encontrada na 

microbiota do tracto gastrointestinal e a mais frequentemente isolada em casos de infecção 

do tracto urinário (ITU) e piómetra em cadelas. A sua patogenicidade está associada à 

presença de factores de virulência (FVs), alguns deles codificados em ilhas de 

patogenicidade (PAIs). Este estudo teve como objectivo comparar os perfis de virulência de 

estirpes de E. coli isoladas de cadelas que desenvolveram piómetra, cistite e de origem 

fecal. Foi avaliada a presença de genes que codificam para 13 FVs e marcadores de 8 ilhas 

de patogenicidade em 31 isolados de E. coli de piómetra, 23 isolados de cistite e 26 isolados 

de fezes obtidos de cadelas saudáveis. 

Independentemente da origem dos isolados, o número médio de PAIs e genes de virulência 

foi maior nos isolados pertencentes ao grupo filogenético B2, do que nos outros grupos 

filogenéticos. As PAIs I536, II536, III536 e IIJ96 e os genes de virulência hlyA e cnf1 foram 

detectados exclusivamente no grupo filogenético B2. A prevalência dos isolados 

pertencentes ao grupo filogenético B2 foi maior nos casos de piómetra (94%) do que nos 

isolados de cistite (48%) e de origem fecal (39%). As PAIs IV536 e ICFT073 e os genes fyuA, 

chuA e sfa/focDE foram significativamente mais prevalentes em isolados de piómetra do que 

nos outros grupos. A presença de vários sistemas de captação de ferro, de adesinas e de 

diferentes ilhas que codificam FVs com a mesma função biológica é comum a isolados dos 

três grupos. 

Este estudo indica que as estirpes de E. coli que colonizam o útero têm um elevado 

potencial de virulência, possuindo um grande número de PAIs e genes de virulência. No 

entanto, existem isolados de cistite e de origem fecal com as mesmas características, o que 

sugere que poderão induzir piómetra, em cadelas susceptíveis. Além disso, a ampola rectal 

é reservatório de estirpes de E. coli do grupo filogenético B2 e D. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Palavras-chave: Escherichia coli, factores de virulência, ilhas de patogenicidade, infecção 

do tracto urinário, piómetra, cadela. 
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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 (PAIs). 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 (I536, II536, III536 e IIJ96) 

and virulence genes (hlyA and cnf1) 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 PAIs (PAI IV536, PAI ICFT073) and 

three VF genes (sfa/focDE, fyuA, chuA). The presence of genes for several iron acquisition 

systems, adhesins and different PAIs 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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RELATÓRIO DE ESTÁGIO 
 

O estágio curricular foi dividido em 3 áreas: na área de cirurgia e clínica de pequenos e 

grandes animais, no Hospital Escolar da “Swedish University of Agricultural Sciences” (SLU) 

(Uppsala, Suécia); na área de clínica e cirurgia no Hospital Escolar da Faculdade de 

Medicina Veterinária (HEFMV), Universidade de Lisboa e na área de investigação no Centro 

de Investigação Interdisciplinar em Sanidade Animal (CIISA), sob orientação da Professora 

Luísa Maria Freire Leal Mateus e co-orientação da Doutora Maria Elisabete Tomé Sousa 

Silva. 

 

O estágio na SLU foi constituído por 3 fases diferentes. A primeira fase teve início a 5 de 

Setembro de 2011 e fim a 28 de Outubro de 2011. Nestas 8 semanas, tive oportunidade de 

acompanhar os serviços de Medicina Interna, Fisioterapia, Internamento e Cirurgia, com 

principal ênfase neste último. No serviço de Medicina Interna tive a oportunidade de 

acompanhar algumas consultas de referência, discutindo com o Médico Veterinário 

possíveis diagnósticos diferenciais, plano diagnóstico e terapêuticas adequadas. No serviço 

de Fisioterapia acompanhei a consulta antecedente a cada sessão de fisioterapia em que se 

avaliou o animal, identificando os ossos e músculos envolvidos na afecção e, 

posteriormente, presenciei a sessão de fisioterapia. No Internamento, fiz a discussão dos 

casos de todos os animais internados com o médico veterinário, realizando o exame físico e 

avaliando a evolução de cada animal. No serviço de Cirurgia, acompanhei os animais 

intervencionados, desde a sua admissão no internamento de cirurgia, exame físico pré-

cirúrgico, preparação do paciente e cirurgia. Tive oportunidade de realizar orquiectomias e 

ovariohisterectomias em gatos. Para além da rotação pelos vários serviços, durante uma 

semana, participei ainda em seminários com discussão de temas variados (hematologia, 

cardiologia, pneumologia e reprodução) e casos clínicos. 

A segunda fase do estágio na SLU decorreu de 31 de Outubro a 18 de Novembro de 2011. 

Nesta fase, acompanhei as aulas práticas de Medicina de Ruminantes, praticando diversos 

procedimentos, tais como, recolha de sangue, cateterização e anestesia. Pude, ainda, fazer 

o exame físico, tanto dos animais internados, como dos animais das explorações, elaborar 

uma lista de diagnósticos diferenciais e plano diagnóstico e terapêutico. 

Na última fase do estágio na SLU, de 21 de Novembro a 9 de Dezembro de 2011, 

acompanhei as aulas de Reprodução de pequenos animais, tendo tido oportunidade de 

relembrar várias matérias e procedimentos tais como, realização e avaliação de citologias 

vaginais. 

De uma maneira geral, o estágio na SLU permitiu-me consolidar conhecimentos já 

adquiridos e também aprender novos procedimentos e técnicas. Para além disso, deu-me a 
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conhecer uma realidade médico-veterinária diferente da existente em Portugal, tendo sido 

uma experiência muito rica, tanto académica como culturalmente. 

 

O estágio em cirurgia e clínica de pequenos animais no HEFMV, iniciou-se em Janeiro de 

2012 e prolongou-se até ao final de Junho do mesmo ano. Durante este período, foi feita 

uma rotação pelos serviços de Medicina Interna e Internamento (aproximadamente 4 

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

 

No serviço de Medicina Interna, tive a oportunidade de acompanhar primeiras consultas, 

consultas de seguimento e consultas de referência inseridas nas mais variadas áreas, tais 

como, cardiologia, oftalmologia, endocrinologia, dermatologia, neurologia, oncologia, 

reprodução e obstetrícia e ortopedia. Nestas, foi possível fazer a recolha da anamnese e 

exame físico, sendo depois os dados obtidos discutidos com o médico veterinário 

responsável, bem como os possíveis diagnósticos diferenciais, plano diagnóstico e 

terapêuticas adequadas. Tive oportunidade de realizar colheitas de sangue e urina (de 

forma livre ou por algaliação) e assistir a colheitas de líquido céfalo-raquidiano. Foram 

aperfeiçoados os conhecimentos acerca de hemograma e análises bioquímicas e a sua 

interpretação, assim como outros métodos de diagnóstico, tais como o electrocardiograma e 

citologias. 

No Internamento, em turnos de 24 horas, fiz a recepção de animais e participei no desenho 

do plano de internamento, discutindo-o com o médico veterinário responsável, de forma a 

compreender o plano diagnóstico e a terapêutica aplicada. Procedi à administração de 

medicação, tanto parenteral como oral, alimentação, água e passeio dos animais. Foi 

promovido o espírito de equipa, trabalhando com médicos veterinários, enfermeiros 

veterinários, auxiliares de acção médico-veterinária e alunos.  

No serviço de Imagiologia, acompanhei vários exames radiológicos, auxiliando no 

posicionamento dos animais e monitorizando a anestesia, sempre que necessário. 

Posteriormente, procedi à interpretação das projecções obtidas com o médico veterinário. 

Foi ainda possível assistir e auxiliar em várias ecografias abdominais. 

No período de Cirurgia, foi possível sedimentar conhecimentos acerca da preparação do 

paciente, das induções anestésicas nos vários tipos de pacientes, para além das 

monitorizações necessárias durante o tempo de anestesia. Pratiquei a colocação de 

cateteres e tubos endotraqueais e realizei vários tipos de suturas e procedimentos cirúrgicos 

simples, como destartarizações, ovariohisterectomias e orquiectomias em cães e gatos, 

sempre sob supervisão de um médico veterinário. Acompanhei ainda cirurgias de 

oftalmologia, tais como resoluções de entrópion, de ortopedia, como resoluções de fracturas 

e hérnias discais, recessões da cabeça do fémur e Tibial Tuberosity Advancement (TTA), e 
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de tecidos moles, como, por exemplo, esplenectomias, enterotomias, mastectomias, 

excisões de nódulos e colocações de tubos de traqueostomia. Assisti a várias endoscopias 

tanto alta como baixa, o que permitiu uma desmistificação desta técnica e compreensão da 

mesma, das suas utilizações, vantagens e desvantagens. 

Sempre que possível, realizei pensos e remoções de pontos de pele, fazendo o 

acompanhamento pós-cirúrgico dos pacientes. 

Os 6 meses de estágio no HEFMV permitiram consolidar os conhecimentos de 5 anos de 

curso e compreender a dinâmica do funcionamento de um hospital e de uma equipa de 

trabalho. 

 

Entre Março e Agosto de 2012, foi desenvolvido, no CIISA, trabalho de investigação, o qual 

foi a base desta Dissertação. Durante esses 6 meses, houve a possibilidade de integrar o 

ambiente de laboratório e adquirir conhecimentos numa área praticamente inexplorada 

durante a formação académica em Medicina Veterinária. Assim, com a colaboração, não só 

da Doutora Elisabete Silva, mas também da Sofia Henriques (estudante de Doutoramento), 

desenvolvi mais-valias, neste campo, que compreendem a extracção de ADN (Ácido 

Desoxirribonucleico), realização de Polymerase Chain Reaction (PCR) e corrida de géis de 

agarose por electroforese. 

 

Este trabalho faz parte do projecto “Contribuição para o estudo da fisiopatologia do 

complexo hiperplasia quística do endométrio – piómetra na cadela”, financiado pela 

Fundação para a Ciência e Tecnologia (FCT) – PTDC/CVT/66587/2006 e pelo CIISA/FMV 

74 – Hiperplasia do endométrio. Parte do trabalho foi submetida e aceite para publicação: 

 

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). 
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INTRODUÇÃO E OBJECTIVOS 

Escherichia coli (E. coli) é a bactéria gram-negativa mais prevalente na microbiota das fezes 

de mamíferos. Apesar do seu carácter comensal em alguns casos, existem estirpes que 

possuem características que lhes dão uma maior capacidade de causar doença. Estas 

características são conferidas por factores de virulência (FVs) que incluem as adesinas, os 

sistemas de captação de ferro, as toxinas, entre outros factores. Os genes que codificam 

esses FVs estão, frequentemente, localizados em grandes blocos genéticos denominados 

ilhas de patogenicidade (PAIs). Uma das características destas ilhas é serem elementos 

móveis que facilmente sofrem transmissão horizontal, criando uma enorme diversidade 

genética. Alguns destes FVs e PAIs estão especificamente associados a algumas estirpes 

de E. coli. As estirpes de E. coli extraintestinais causam doenças associadas ao tracto 

urogenital, tais como a infecção do tracto urinário (ITU) e a piómetra: duas doenças com 

uma grande expressão em Medicina Veterinária. 

As bactérias que causam estes dois tipos de afecção provêm do tracto gastrointestinal e, 

devido à expressão de vários FVs, ou por falha nos mecanismos de defesa do hospedeiro, 

conseguem ascender ao tracto urogenital. A cistite é a entidade clínica mais comummente 

referida como ITU, no entanto, em raros casos, a infecção pode estender-se aos ureteres e 

rins. No caso da piómetra, para além de uma componente bacteriana, existem também 

factores hormonais que predispõem ao desenvolvimento da doença. 

 

Tendo em conta a elevada prevalência de ITU e piómetra em cadelas e o facto de E. coli ser 

a bactéria mais prevalente nestas afecções, este trabalho teve como objectivos: 

 

 - Comparar a presença de marcadores moleculares das PAIs e de genes que codificam 

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

 

- Avaliar a associação da presença das PAIs e dos genes de virulência com o fenótipo das 

colónias; 

 

 - Efectuar a caracterização filogenética e associar o grupo filogenético à presença/ausência 

dos determinantes de virulência (marcadores genéticos para as PAIs e genes para FV) e à 

origem dos isolados; 

 

 - Relacionar os perfis de virulência (presença de marcadores das PAIs, dos genes de 

virulência e o grupo filogenético) com a capacidade dos isolados de piómetra e cistite para 

causar doença. 

 



5 

 

REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 
 

I – Piómetra 

Piómetra designa uma infecção e inflamação do útero com acumulação de pus no seu 

interior associada a doença sistémica (Ettinger & Feldman, 2010; Hagman, Lagerstedt, 

Hedhammar, & Egenvall, 2011), podendo levar à 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 concentrações elevadas de progesterona e moderadas 

de estrogénio (Onclin, Murphy, & Verstegen, 2002; Sugiura et al., 2004). Alguns estudos 

sugerem que animais nulíparos (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), têm uma maior predisposição para o desenvolvimento de piómetra. É 

uma doença bastante comum, principalmente em países em que a esterilização electiva de 

fêmeas ainda não é uma prática 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 raças mais predispostas 

parecem ser o Golden Retriever, o Schnauzer Miniatura, o Irish Terrier, o São Bernardo, o 

Airedale Terrier, o Cavalier King Charles Spaniel, o Collie de pêlo comprido, o Rottweiller, o 

Boieiro de Berna e o Pastor Alemão (Niskanen & Thrusfield, 1998; Egenvall et al., 2001; 

Smith, 2006; Hagman et al., 2011). Entre as raças com menor predisposição para o 

desenvolvimento da piómetra encontram-se os Dachshund standard e miniatura (Niskanen 

& Thrusfield, 1998; Hagman, 2004) e certos estudos referem que animais com raça 

indeterminada também apresentam um factor de protecção para esta doença (Niskanen & 

Thrusfield, 1998). Estudos acerca de outros factores protectores ou predisponentes, como o 

tratamento com progestagénios, têm demonstrado resultados contraditórios. Niskanen e 

Thrusfield (1998) e Whitehead (2008) encontraram uma relação entre o tratamento hormonal 

e o desenvolvimento da piómetra, principalmente em cadelas até aos 4 anos de idade, e um 

estudo realizado por Fidler, Brodey, Howson, & Cohen (1966) concluiu que a 

pseudogestação pode ter um papel protector no aparecimento da doença. No entanto, 

Hagman et al. (2011) obtiveram resultados contrários aos dos três estudos anteriormente 

apresentados. 
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Componente bacteriana 

Embora diferentes bactérias possam ser isoladas do conteúdo uterino de cadelas com 

piómetra, tais como Streptococcus spp., Staphylococcus aureus, Pseudomonas spp. e 

Proteus spp. (Verstegen, Dhaliwal, & Verstegen-Onclin, 2008), E. coli é a bactéria mais 

comummente associada a esta afecção (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, não só ao facto de fazer parte da microbiota vaginal resultante de contaminação 

fecal/urinária (Hagman, 2004), mas também por ter capacidade de ligação a receptores 

específicos no endométrio quando este é estimulado pela progesterona (Hagman, 2004). A 

contaminação uterina ocorre durante o proestro e o estro, e o estabelecimento e 

desenvolvimento da infecção ocorre no diestro (Pretzer, 2008). Vários estudos evidenciam 

que os isolados de E. coli obtidos de útero de cadelas com piómetra têm características 

semelhantes às dos isolados fecais do mesmo animal (Wadås, Kühn, Lagerstedt, & 

Jonsson, 1996; Hagman & Kühn, 2002). Deste modo, confirma-se a hipótese mais provável 

de que a infecção ocorre de forma ascendente através de contaminação fecal do próprio 

animal e não está associada a contaminação entre animais ou pelo ambiente. A mesma 

correspondência foi conseguida em isolados de infecção do tracto urinário inferior (cistite), 

comummente associada a piómetra (Stone, Littmann, Robertson, & Bovée, 1988; Wadås et 

al., 1996; Hagman & Kühn, 2002). No entanto, a dúvida mantém-se acerca da via de 

infecção. Por um lado, pensa-se que é possível a ascensão deste microrganismo a partir do 

tracto urinário para o útero durante uma fase susceptível do ciclo éstrico, por outro, põe-se a 

hipótese da contaminação do tracto urinário 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 piómetra, poderá estar relacionado com a presença de certos FVs (Chen, 

Wright, Lee, & Browning, 2003; Arnold, S., Hubler, M., Reichler, I., 2006), os quais poderão 

ser responsáveis pelo aumento da capacidade de invasão, de destruição tecidular e de 

disponibilização de ferro importante para o crescimento bacteriano (Chen et al., 2003). 

Tal como todas as bactérias gram-negativas, E. coli apresenta na constituição da sua 

parede celular lipopolissacarídeos (LPS). Esta endotoxina é libertada aquando do 

crescimento exacerbado ou destruição bacteriana (Hagman et al., 2006). Por outro lado, o 

LPS liga-se a receptores na membrana celular e induz a produção de mediadores 

inflamatórios (Pelander, Hagman, & Häggström, 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, 
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quando a sua concentração sistémica ultrapassa a capacidade de depuração do fígado 

(Hagman, 2004).  

O Síndrome de Resposta Inflamatória Sistémica (SRIS) não é um desenvolvimento 

incomum em casos de piómetra, tendo sido identificado em 50 a 70% das cadelas com 

piómetra (Fransson, 2003; Karlsson et al., 2012). O SRIS define-se como a libertação de 

mediadores inflamatórios a nível sistémico, em resposta a um estímulo inflamatório local 

(Fransson, 2003). A avaliação de um paciente com SRIS baseia-se na presença/ausência 

de diversos sinais clínicos e é extremamente importante, pois está associado a um pior 

prognóstico dos animais, devido à possível progressão desta síndrome para uma falência 

multi-orgânica (Fransson, 2003). 

 

Componente hormonal 

Sendo a piómetra uma doença com causas multifactoriais, para além do tipo de bactéria e 

do seu potencial de virulência, também factores hormonais estão envolvidos no seu 

desenvolvimento, originando alterações uterinas que propiciam o desenvolvimento 

bacteriano (Hagman, 2004; Hagman et al., 2011). Esta informação é sustentada pelo facto 

de a ovariectomia bilateral prevenir o desenvolvimento da doença (Hagman, 2004). Assim, 

concentrações elevadas de progesterona conduzem à proliferação das glândulas do 

endométrio e das suas secreções, minimizam as contracções do útero e promovem o 

encerramento do cérvix (Smith, 2006). Para além disso, ocorre diminuição da imunidade 

local (Sugiura et al., 2004; Smith, 2006), inibindo a produção de citocinas, as quais têm um 

papel importante na migração de neutrófilos e monócitos para o útero (Sugiura et al., 2004). 

Cria-se, assim, um ambiente propício ao desenvolvimento bacteriano. Contrariamente à 

acção da progesterona, os estrogénios promovem alterações no epitélio, impedindo a 

adesão bacteriana (Nishikawa, 1985; Nishikawa & Baba, 1985), e aumentam a produção de 

lactoferrina, uma glicoproteína bactericida (Teng, Beard, & Gladwell, 2002; Kida et al., 2006). 

Durante o diestro, a acção dos estrogénios é menor, o que facilita a infecção. Os efeitos 

cumulativos da progesterona com a repetição dos ciclos éstricos explicam uma maior 

predominância desta doença em cadelas a partir da meia-idade (Pretzer, 2008). Por outro 

lado, a estimulação prévia do útero pelos estrogénios, parece potenciar os efeitos da 

progesterona (Dow, 1958), o que explicará a maior predisposição de cadelas às quais foram 

administrados progestagénios durante o proestro e estro (Niskanen & Thrusfield, 1998; 

Whitehead, 2008). Pensa-se que a sua acção na patofisiologia da doença possa estar ligada 

à promoção do aumento da sensibilidade uterina para a progesterona, ao aumentar o 

número e avidez dos receptores de progesterona no útero (Ververidis et al., 2004). 

A expressão dos receptores de hormonas esteróides no útero parece estar alterada em 

úteros que desenvolveram piómetra ou hiperplasia quística do endométrio (HQE) quando 
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comparada com úteros de cadelas saudáveis (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 útero, não se 

verifica em cadelas que desenvolvem HQE. Como consequência, o útero mantém-se 

sensível a níveis baixos de estrogénio numa fase em que a progesterona já se encontra em 

concentrações elevadas. 

A hiperplasia quística resulta de uma reacção anormal do útero à estimulação crónica pela 

progesterona durante a fase lútea do estro (De Bosschere et al., 2001). Não está associada 

a doença sistémica pois trata-se de uma alteração histopatológica caracterizada por 

glândulas endometriais quísticas que variam em tamanho, número, distribuição, 

histomorfologia e relevância clínica (Dow, 1958; Ettinger & Feldman, 2010). O facto de 

ocorrerem alterações nas glândulas endometriais, que causam a sua hiperplasia e 

hipertrofia, pode conduzir a acumulação de fluido estéril nas mesmas, assim como no lúmen 

uterino (mucómetra, hidrómetra) e ao espessamento da parede endometrial (Dow, 1958; De 

Bosschere et al., 2001). 

Dow (1957) propôs que a HQE fosse o início do desenvolvimento de um processo 

patológico que culmina na piómetra como o estadio final e mais grave, formando o complexo 

hiperplasia quística do endométrio-piómetra (HQE-P). Classificou ainda o HQE-P em quatro 

estadios baseados numa avaliação clínica e anátomo-patológica. O estadio I inclui animais 

com HQE não complicada, em que o endométrio se encontra espessado, com formações 

quísticas e glândulas irregulares, não associadas a reacção inflamatória local e em que não 

existem sinais clínicos relevantes. No estadio II, para além das alterações do estadio 

anterior, verifica-se ainda infiltração de células inflamatórias no endométrio e presença de 

muco no lúmen uterino. O estadio III é caracterizado por HQE associada a endometrite 

aguda. Há congestão, edema e infiltração de neutrófilos no endométrio. A quantidade de 

conteúdo presente no lúmen uterino é mais acentuada do que no estadio anterior e a sua 

cor e viscosidade é variável. O último estadio, o estadio IV, é considerado como uma 

endometrite crónica/piómetra. 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 infiltração de células inflamatórias. Não há grande quantidade de fluido 

no interior do útero, mas há corrimento vulvar e os sinais clínicos são moderados. Quando o 

cérvix uterino está fechado, as paredes uterinas estão distendidas e muito finas, devido à 

acumulação de conteúdo intra-uterino, e tanto o endométrio como o miométrio estão 

atrofiados. Neste caso os sinais clínicos são bastante graves. 
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Embora a piómetra tenha sido anteriormente ligada à HQE, De Bosschere et al. (2001) 

sugere que as duas entidades podem não estar correlacionadas, devido às diferenças na 

sua manifestação clínica, morfologia e também na possibilidade de se poderem desenvolver 

separadamente. No entanto, não se pode excluir a ideia de que cadelas com hiperplasia 

quística do endométrio tenham uma predisposição para desenvolver piómetra (De 

Bosschere et al., 2001), já que as alterações uterinas provocadas pela HQE (tal como 

excesso de secreções uterinas, presença de quistos glandulares e degenerescência celular) 

criam boas condições para a proliferação de bactérias e o estabelecimento da infecção 

(Verstegen et al., 2008). 

 

Sinais clínicos e indicadores laboratoriais 

Os sinais clínicos mais comuns são inapetência, letargia, poliúria, polidipsia, prostração, 

vómito, febre ou hipotermia, alteração da cor das membranas mucosas, frequências 

respiratória e cardíaca elevadas e distensão e dor abdominal (Smith, 2006; Hagman et al., 

2009; Hagman et al., 2011). Pode ou não ocorrer corrimento vaginal, dependendo se o 

cérvix se encontra aberto ou fechado, respectivamente. As piómetras em que o cérvix se 

encontra fechado são consideradas emergências médicas devido à probabilidade de sepsis, 

toxémia e morte do animal (Smith, 2006). O tipo de corrimento observado (purulento ou 

sanguíneo-purulento) está associado à espécie bacteriana isolada, bem como ao seu 

arsenal de virulência. 

Associados a estes sinais, as alterações hematológicas e bioquímicas mais comuns são a 

leucocitose com neutrofilia e desvio à esquerda (Pretzer, 2008). Devido à cronicidade da 

doença, efeitos tóxicos na medula, indisponibilidade de ferro e perda de eritrócitos para o 

útero, poderá verificar-se uma anemia normocrómica e normocítica (Hagman, 2004). 

Uma desidratação 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 poderão eventualmente estar presentes (Fransson, 2003; Hagman, 2004). 

Níveis baixos de alanina aminotransferase (ALT) associados com a inibição da síntese de 

enzima hepática e níveis elevados de aspartato aminotransferase (AST) podem também 

ocorrer (Hagman, 2004). Os níveis reduzidos de ALT parecem contrariar a hipótese de 

alteração hepática, podendo o aumento da enzima AST estar relacionado com destruição 

muscular, apresentando a enzima creatinina quinase também valores elevados (De 

Schepper, Van der Stock, & Capiau, 1987). No entanto, não se exclui a possibilidade desta 

alteração poder estar associada com alterações hepáticas associadas à endotoxémia (De 

Schepper et al., 1987). 
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Na citologia do corrimento vaginal de uma cadela com piómetra poderão estar presentes 

neutrófilos em grande quantidade, muitas vezes degenerados, bactérias intra e 

extracelulares e leucocitose periférica (Pretzer, 2008). 

 

Diagnóstico Imagiológico 

O diagnóstico de piómetra é facilmente confirmado com recurso à ecografia, em que se 

verifica um útero aumentado com conteúdo anecogénico ou hipoecogénico. A ecografia 

permite ainda a distinção entre piómetra e várias afecções uterinas com acumulação de 

fluido (mucómetra e hemómetra) devido às diferentes ecogenicidades do fluido no interior do 

útero (Pretzer, 2008). 

O raio-X também pode ser utilizado como método de diagnóstico, embora não tão fiável 

quanto a ecografia. Este pode ser inconclusivo na distinção entre piómetra, mucómetra e 

hemómetra e uma gravidez recente quando ainda não há mineralização fetal (gestação de 

menos de 40 dias) (Nelson & Couto, 2003; Arnold et al., 2006; Pretzer, 2008). 

 

Tratamento 

O tratamento recomendado, na maioria dos casos de piómetra, é a ovariohisterectomia 

(OVH), que corresponde à remoção cirúrgica do útero e dos ovários, anulando assim as 

hipóteses de recidiva (Fukuda, 2001). No entanto, em casos de cadelas jovens (menos de 6 

anos), cadelas com interesse reprodutivo, animais em boa condição geral, piómetras com o 

cérvix aberto e casos sem hiperplasia quística do endométrio, o tratamento médico pode ser 

considerado (Arnold et al., 2006; Ettinger & Feldman, 2010). 

Muitas vezes, o estado geral dos animais não permite uma cirurgia sem complicações 

anestésicas. Nesses casos, os animais devem ser estabilizados com administração de 

fluidoterapia e antibioterapia de largo espectro e as funções renal e hepática devem ser 

avaliadas (Verstegen et al., 2008; Ettinger & Feldman, 2010). 

A antibioterapia deve ser instituída em todas as situações, quer seja feito tratamento 

cirúrgico ou médico, e deve ser prolongada até 2 semanas após OVH ou até não haver 

corrimento vulvar evidente, nos animais sujeitos a tratamento médico (Ettinger & Feldman, 

2010). Os antibióticos devem ser escolhidos através de cultura e teste de sensibilidade a 

antibióticos (TSA) dos microrganismos isolados do corrimento vulvar ou do conteúdo uterino 

(Verstegen et al., 2008). No entanto, tratamento empírico deve ser realizado, até se obterem 

os resultados, com ampicilina, amoxicilina, ou amoxicilina e ácido clavulânico (Ettinger & 

Feldman, 2010). 

O tratamento médico tem como principal objectivo remover o efeito da progesterona, seja 

por inibição da sua produção ou do seu efeito. Este pode ser feito com recurso a 

prostaglandinas, substâncias luteolíticas que reduzem, portanto, a concentração de 
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progesterona em circulação e promovem o relaxamento do cérvix, a diminuição das 

secreções uterinas e a contracção da musculatura, provocando, assim, a expulsão do 

conteúdo uterino. Esta só deve ser utilizada em casos de piómetras abertas, pois a 

contracção uterina em casos em que o cérvix se encontra encerrado pode resultar em 

ruptura. Efeitos secundários, tais como hipersalivação, vómito, diarreia, febre e, por vezes, 

alterações respiratórias (England, Freeman, & Russo, 2007), são comuns na utilização de 

prostaglandinas. Estes podem, no entanto, ser minimizados com a administração de 

atropina subcutânea e/ou realizando um protocolo de tratamento com doses baixas, 

inicialmente, aumentando a dose lentamente (Ettinger & Feldman, 2010). Em associação 

com as prostaglandinas podem ser utilizados agonistas da dopamina, tal como a 

bromocriptina e a cabergolina, que têm acção antiprolactínica, ou inibidores da 

progesterona, como a aglepristona, que competem pelos receptores de progesterona, 

diminuindo a acção da hormona (Ettinger & Feldman, 2010). A administração de 

aglepristona induz abertura do cérvix podendo, por isso, ser utilizada em casos de piómetra 

fechada. Normalmente, há melhorias da condição geral nas primeiras 48 horas após o início 

do tratamento (Gobello, Castex, Klima, Rodríguez, & Corrada, 2003; Corrada, Arias, 

Rodríguez, Tortora, & Gobello, 2006; England et al., 2007). 

Após o tratamento médico, a fertilidade da cadela poderá manter-se ou ficar diminuída. No 

entanto, a possibilidade de recorrência é 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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II – Infecção do Tracto Urinário 

Introdução 

O termo Infecção do Tracto Urinário (ITU) engloba várias entidades clínicas que se 

descrevem como infecções microbianas de um ou mais segmentos do tracto urinário 

(Senior, 2006; Kogika, 2009; Ettinger & Feldman, 2011). É uma afecção que ocorre com 

maior frequência 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 infecções 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 infecção dos ureteres e dos rins 

pode ocorrer, embora seja uma situação menos frequente (Senior, 2006). Em alguns casos, 

pode ocorrer infecção por via hematogénica, afectando um ou ambos os rins (Féria, 2001). 

A ITU pode ocorrer em animais com alterações de imunidade transitórias, auto-limitantes e 

potencialmente reversíveis (Kogika, 2009). Neste caso são denominadas de ITUs não 

complicadas, sendo esta a situação mais comum e de resposta rápida a uma antibioterapia 

adequada. No entanto, animais com ITUs complicadas podem ter uma falha na resposta ao 

tratamento, pois são infecções secundárias a alterações estruturais, neurológicas ou 

funcionais ou a doenças concomitantes (Féria, 2001; Nelson & Couto, 2003; Kogika, 2009). 

Animais com ITU associada a prostatite, urólitos, bexiga neurogénica, gravidez, diabetes 

mellitus ou doenças imunossupressoras, enquadram-se no grupo das ITUs complicadas 

(Weese et al., 2011). 

Animais com ITUs complicadas têm maiores hipóteses de terem também infecções 

recorrentes (Nelson & Couto, 2003; Kogika, 2009). Uma infecção recorrente pode dever-se a 

reinfecção, recidiva ou a uma infecção refractária (Weese et al., 2011). Apesar da 

dificuldade em distinguir reinfecção e recidiva, as suas definições diferem, na medida em 

que a primeira designa uma nova infecção causada por um agente diferente do primeiro até 

6 meses depois de um tratamento bem sucedido e a recidiva refere-se a uma infecção pelo 

mesmo agente num espaço de algumas semanas, após uma cultura de urina negativa pós-

tratamento (Weese et al., 2011). A genotipagem do agente em causa seria o método ideal 

para distinguir uma reinfecção de uma recidiva. No entanto, nem sempre isto é possível, o 

que torna a avaliação do fenótipo e do perfil de sensibilidade a antibióticos bastante útil, mas 

não definitiva (Weese et al., 2011). Designa-se uma infecção como refractária quando, 

apesar de existir sensibilidade in vitro ao fármaco utilizado para tratamento, a urocultura 

exibe resultados persistentemente positivos (Weese et al., 2011).  

No caso de uma recidiva ou infecção refractária, em que o agente etiológico não se altera, 

deve ser feita uma avaliação das causas associadas à falha do tratamento e do local exacto 
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da infecção, avaliando a existência de possíveis locais de sequestro das bactérias (por 

exemplo, a próstata) (Kogika, 2009). Quando o agente etiológico da infecção recorrente é 

diferente do anterior, dever-se-á ter em conta que, provavelmente, os mecanismos de 

defesa do animal estão comprometidos, existindo alterações estruturais e/ou funcionais ou 

doenças imunossupressoras (Kogika, 2009). 

Em alguns casos, uma infecção por um segundo agente pode emergir aquando do 

tratamento da infecção inicial (Kogika, 2009). Esta designa-se por superinfecção e 

representa cerca de 2% das infecções (Seguin, Vaden, Altier, Stone, & Levine, 2003). 

 

Etiologia e patogenia 

Os agentes etiológicos mais frequentemente associados às ITUs são as bactérias, apesar 

de, em certas circunstâncias, fungos e vírus também poderem infectar o tracto urinário 

(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 infecções (75-79%) é 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 vários mecanismos de defesa que impedem a colonização 

do epitélio dos órgãos que constituem o tracto urinário (uroepitélio) (Senior, 2006), para que 

esta ocorra é necessário que, ou estes mecanismos se encontrem disfuncionais, ou as 

bactérias possuam características que as permitam ultrapassá-los (Senior, 2006). A 

motilidade de certas bactérias e a expressão de alguns FVs poderão ser factores 

importantes na ascensão das mesmas pelo tracto urinário e na promoção da adesão ao 

epitélio. Estas condições possibilitam que as bactérias resistam ao fluxo de urina, 

proliferando nos intervalos entre a micção (Nelson & Couto, 2003; Senior, 2006; Ettinger & 

Feldman, 2011). 

Para além do agente patogénico e da sua virulência, também factores do hospedeiro são 

essenciais na patogenia da ITU. Quando patentes, os mecanismos de defesa do hospedeiro 

(Tabela 1) são responsáveis por impedir a entrada de microrganismos no tracto urinário ou 

por eliminar os que conseguiram entrar. A micção é um destes mecanismos, que elimina 

cerca de 95% das bactérias não aderentes ao uroepitélio (Nelson & Couto, 2003). Também 

na uretra existem mecanismos de defesa, tal como o peristaltismo e, nos machos, a 

presença de secreções prostáticas bacteriostáticas/bactericidas (Nelson & Couto, 2003). As 

bactérias comensais colonizam a mucosa vulvar e prepucial, impedindo que microrganismos 

uropatogénicos adiram aos receptores aí existentes, produzindo também bacteriocinas 
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(Nelson & Couto, 2003). O pH ácido da urina e a sua elevada concentração de ureia e baixa 

concentração de ácidos orgânicos tornam-na bacteriostática e, por vezes, bactericida, 

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

 

Tabela 1 – Mecanismos de defesa do tracto urinário do hospedeiro (adaptado de Nelson & Couto, 

2003) 

Micção normal 

Volume de urina normal 

Frequência de micção normal 

Reduzido volume residual de urina 

Estruturas anatómicas 

Zonas de pressão elevada na uretra 

Contracção e peristaltismo uretral 

Comprimento uretral 

Junção vesicoureteral valvuliforme 

Contracção e peristaltismo ureteral 

Barreiras na mucosa 

Produção de anticorpos e muco-proteína 

Colonização por flora comensal 

Propriedades antimicrobianas da urina 

Hiperosmolaridade 

Elevada concentração de ureia 

pH ácido 

Imunocompetência sistémica 

Imunidade celular 

Imunidade humoral 
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Sinais clínicos e diagnóstico 

A maioria dos animais que apresenta bacteriúria significativa, não exibe qualquer sinal 

clínico (Forrester et al., 1999; Seguin et al. 2003), designando-se bacteriúria subclínica 

(Weese et al., 2011). 

Nos animais sintomáticos, os sinais clínicos mais comuns são disúria, polaquiúria, 

estrangúria e hematúria. No entanto, estes sinais não são exclusivos de uma infecção 

urinária e podem ocorrer associados a outra afecção (Weese et al., 2011). 

Sinais sistémicos, tais como letargia, depressão, 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 insuficiência renal e septicemia podem também ocorrer, 

se houver envolvimento do tecido renal (Ettinger & Feldman, 2011). Nestes casos, ou 

quando existe uma doença predisponente, pode ocorrer alteração dos parâmetros 

hematológicos e bioquímicos (Ettinger & Feldman, 2011). 

O diagnóstico é feito recorrendo a urianálise e à urocultura (Kogika, 2009). A hematúria, a 

proteinúria, a piúria e a bacteriúria são achados frequentes quando existe ITU (Weese et al., 

2011). 

Aquando da interpretação dos resultados, deve ser tido em consideração o método de 

recolha de urina, já que a presença de bactérias na urina quando esta foi recolhida por 

métodos não assépticos, pode indicar presença de contaminantes e não necessariamente 

ITU (Kogika, 2009). A recolha deve ser feita, sempre que possível, por cistocentese (Nelson 

& Couto, 2003; Weese et al., 2011). A avaliação quantitativa é importante, para determinar 

se a bacteriúria é, ou não, significativa (Ver Tabela 2). 

Em todos os casos de infecção recorrente, deve ser realizado um hemograma e um painel 

bioquímico de modo a ajudar o diagnóstico de possíveis causas subjacentes (Weese et al., 

2011). 

 

Tabela 2 – Número de unidades formadoras de colónias por mililitro de urina consideradas 

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

Método de recolha Significativo Duvidoso Contaminação 

Cistocentese >1000 100 a 1000 <100 

Algaliação >10,000 1000 a 10,000 <1000 

Livre ou expressão >100,000 10,000 a 100,000 <10,000 
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Tratamento 

Idealmente, o tratamento deve ser instituído tendo por base um TSA. No entanto, em 

infecções não complicadas, questões económicas e de tempo eliminam, muitas vezes, este 

passo (Nelson & Couto, 2003). Assim, o tratamento empírico pode ser iniciado com 

ampicilina, amoxicilina, amoxicilina e ácido clavulânico, cefalosporinas, trimetoprim-

sulfonamida ou enrofloxacina (Senior, 2006, Kogika, 2009; Weese et al., 2011). Em ITUs 

recorrentes deve ser sempre feito TSA e a terapêutica inicialmente instituída deve ser 

adaptada consoante os resultados (Nelson & Couto, 2003; Weese et al., 2011). 

A antibioterapia deve ser prolongada até 14 dias em casos de infecções do tracto urinário 

inferior e ITUs não complicadas, podendo prolongar-se até 30 dias em animais com ITUs 

complicadas ou com envolvimento do tecido prostático ou renal (Senior, 2006; Weese et al., 

2011). 

O tratamento de machos em que existe também prostatite, deve ter em conta a necessidade 

de utilização de um antibiótico que penetre a barreira hematoprostática, tal como, as 

fluoroquinolonas e trimetoprim-sulfonamidas (Senior, 2006). 

Os casos de bacteriúria subclínica não têm indicação para antibioterapia, excluindo os casos 

em que a presença de agentes patogénicos na bexiga traga um risco elevado para 

infecções ascendentes ou sistémicas. No entanto, devem ser investigadas as causas para a 

presença desta bacteriúria (Weese et al., 2011). 

De forma a confirmar a eficácia do tratamento, devem ser realizadas culturas de urina, 3 a 5 

dias após início do tratamento, e o sedimento urinário deve ser avaliado, 3 a 4 dias antes de 

descontinuada a terapêutica (Nelson & Couto, 2003). Em casos de ITU complicada, e, 

segundo Ettinger & Feldman (2011), também em casos de ITU não complicada, a 

esterilidade da urina deve ser avaliada através de urocultura, 7 dias após final do 

tratamento, confirmando assim o sucesso da terapêutica (Weese et al., 2011). Para além da 

antibioterapia, as possíveis causas para a recorrência da infecção do tracto urinário devem 

ser investigadas e tratadas (Kogika, 2009). 

As causas para uma resposta refractária ao tratamento são várias e devem ser 

compreendidas, para um maior sucesso terapêutico. Estas podem incluir a utilização de um 

fármaco, dose ou duração do tratamento não apropriados, a incapacidade do fármaco de 

atingir concentrações suficientes na urina, a presença de um nicho de infecção ou 

alterações anatómicas ou funcionais (Senior, 2006). 
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III – Escherichia coli 

   

História e características morfológicas 

Escherichia coli é uma bactéria pertencente à família Enterobacteriaceae. Esta família 

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 só mais tarde, em 1935, foi demonstrado que esta 

seria uma bactéria potencialmente patogénica, tendo sido associada a um surto de diarreia 

em crianças (Todar, 2008). 

São bacilos com cerca de 3 µm de comprimento (Quinn et al., 2011) e possuem uma parede 

celular formada por duas membranas separadas por glicopeptídeos (Hirsh & Zee, 2003). 

Coloniza o intestino dos mamíferos, pouco tempo após o seu nascimento (Todar, 2008; 

Quinn et al., 2011), para além de estar presente no solo, vegetação e água (Quinn et al., 

2011). É a principal gram-negativa, anaeróbia facultativa que compõe a flora normal do 

tracto gastrointestinal de mamíferos (Hirsh & Zee, 2003). 

A classificação das estirpes patogénicas pode ser feita em dois grandes grupos, consoante 

o local onde provocam doença: 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 divisão 

das estirpes segundo a doença que provocam (Moriel et al., 2012). De entre as estirpes 

InPEC, causadoras de afecções caracterizadas por diarreia, encontram-se a E. coli 

enteropatogénica (Enteropathogenic E. coli, EPEC), a E. coli enterotoxigénica 

(Enterotoxigenic E. coli, ETEC), a E. coli enterohemorrágica (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 doença fora 

do tracto intestinal, são normalmente associadas a sepsis (Sepsis-associated E. coli, 

SEPEC), infecções do tracto urinário (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 aviária (Avian pathogenic E. coli, APEC) 

provoca infecções sistémicas e no tracto respiratório (Garénaux, Caza, & Dozois, 2011). As 

estirpes isoladas em casos de piómetra têm características semelhantes às 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-

Páramo 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 contrário, as InPEC pertencem, maioritariamente, aos grupos 

filogenéticos A, B1 e D (Escobar-Páramo et al., 2004). 

Em geral, as estirpes dos grupos B2 e D são consideradas mais patogénicas e possuem 

mais FVs do que as dos grupos A e B1 (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 virulência de Escherichia coli 

Escherichia coli possui FVs que intervêm em diferentes etapas da infecção e, desta forma, 

facilitam a colonização, a proliferação e a sua persistência no hospedeiro (Peterson, 1996). 

Os genes que codificam para estes factores podem localizar-se no cromossoma, em 

plasmídeos, transposões ou bacteriófagos (Peterson, 1996). As adesinas, os sideróforos, as 

toxinas, a cápsula e as protectinas são exemplos destes FVs (Quinn et al., 2011). O número 

de FVs existentes é bastante diverso, sendo que apenas alguns deles se descreverão, 

seguidamente. 

 

Adesinas 

Escherichia coli pode apresentar, na sua superfície, diversas estruturas que permitem à 

bactéria aderir às células do hospedeiro facilitando a colonização (Quinn et al., 2011). Este 

tipo de estruturas medeia a adesão das bactérias às células do hospedeiro, através de 

ligação específica a receptores presentes nos tecidos (Nishikawa & Baba, 1985). Estas 

estruturas podem ser fímbrias (ou pili), que são estruturas proteicas filamentosas ou 

adesinas afimbriais que se encontram na membrana externa (Bower, Eto, & Mulvey, 2005). 

As fímbrias podem ser de vários tipos, consoante as moléculas das suas subunidades 

(pilina) e da sua organização (Hirsh & Zee, 2003). Distinguem-se, entre outras, as fímbrias 

tipo 1, as fímbrias P e as fímbrias S. As adesinas mais comuns são as fímbrias tipo 1 que 

estão presentes em mais de 90% das estirpes de E. coli, seguidas das fímbrias P (40 a 

60%), das fímbrias S (30 a 60%) e, por último, das adesinas afimbriais (0 a 12,5%) (Blanco 

et al., 1997; Miyazaki et al., 2002) 

Algumas destas adesinas, para além de proporcionarem a adesão das bactérias, permitem 

ainda a sua entrada nas células epiteliais do hospedeiro, nos mastócitos e nos macrófagos 

(Bower et al., 2005) e provocam hemaglutinação. Esta hemaglutinação pode ser manose 

resistente (HAMR) (fímbrias S e P e adesinas Afa), ou manose sensível (HAMS) (fímbrias 

tipo 1) (Blanco et al., 1997; Yuri, Nakata, Katae, Yamamoto, & Hasegawa, 1998). As fímbrias 

F1C não provocam hemaglutinação (Klemm, Ørskov, & Ørskov, 1982). A adesão das 
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bactérias às células do hospedeiro parece, em certos casos, ser essencial para o 

desenvolvimento de doença. No entanto, a acção das adesinas resulta numa estimulação da 

produção de mediadores inflamatórios (Hedlund et al., 1999; Dodson et al., 2001; Schilling, 

Mulvey, Vincent, Lorenz, & Hultgren, 2001a) o que poderá ser contraproducente. 

As fímbrias tipo 1 são estruturas helicoidais compostas por repetições da subunidade FimA, 

pelas proteínas FimF e FimG 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 fímbrias liga-se a proteínas com manose que se podem 

encontrar em eritrócitos de várias espécies, nas células tubulares proximais do rim, epitélio 

bucal, vesical, vaginal, pulmonar e intestinal e várias células inflamatórias (Johnson, 1991; 

Jones et al., 1995). 

As fímbrias P são importantes na colonização do tracto urinário por E. coli (Féria, Machado, 

Correia, Gonçalves, & Gaastra, 2001). Estas fímbrias são codificadas pelo operão pap 

(pyelonephritis-associated pili) que contém 11 genes, 6 dos quais codificam proteínas 

estruturais da fímbria (Blanco et al., 1997; Bergsten, Wullt, & Svanborg, 2005). São 

estruturas helicoidais formadas por repetições de subunidades PapA ligadas numa 

extremidade às pilinas, PapK, PapE, PapF e PapG, sendo a última a adesina propriamente 

dita, e unidas à bactéria através da pilina PapH (Jacob-Dubuisson, Heuser, Dodson, 

Normark, & Hultgren, 1993; Dodson et al., 2001). A adesina PapG liga-se à galabiose 

presente em determinados glicosfingolípidos (Salminen et al., 2007). Estes últimos 

encontram-se nas membranas celulares de eritrócitos e de células epiteliais do tracto 

urinário (Leffler & Svanborg-Edén, 1981; Breimer, Hansson, & Leffler, 1985). Existem 3 

alelos da adesina PapG (classe I, II e III) que possuem especificidades diferentes para os 

vários isotipos do seu receptor. A especificidade dos alelos e a distribuição diferencial dos 

isotipos do receptor explica as diferenças na adesão das fímbrias P em diferentes espécies 

e tecidos (Dodson et al., 2001). 

Outro tipo de fímbrias, as fímbrias S, é associado a casos de meningite, infecção do tracto 

urinário e sepsis em humanos (Korhonen et al., 1985; Marre, Hacker, Henkel, & Goebel, 

1986; Maiti, Harel, & Fairbrother, 1993). As 4 proteínas que estruturam as fímbrias S (SfaA, 

SfaG, SfaS e SfaH) são codificadas no operão sfa (Marre, Kreft, & Hacker, 1990; Ott & 

Hacker, 1991; Maiti et al., 1993). Tanto a subunidade SfaA como a SfaS têm propriedades 

adesivas. SfaA é a subunidade mais representada na fímbria e liga-se a glicolípidos e 

plasminogénio de células endoteliais e SfaS liga-se ao ácido siálico 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 fímbrias S é bastante semelhante ao que codifica 

as fímbrias F1C (foc), no entanto os receptores para ambas as fímbrias não são os mesmos 
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(Riegman et al., 1990). As fímbrias F1C ligam-se ao epitélio dos túbulos distais e ductos 

colectores e ao endotélio vascular através do reconhecimento da porção GalNAcβ1-4Galβ 

de determinados glicolípidos (Virkola et al., 1988; Khan et al., 2000). Estas fímbrias são 

constituídas 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 fímbrias, existe também a família de 

adesinas Dr que inclui as adesinas afimbriais AFA (Wroblewska-Seniuk et al., 2005). Esta 

família de adesinas produz HAMR de eritrócitos humanos, ligando-se ao receptor Dr, 

constituinte da proteína 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 cólon e no tracto urinário (Wroblewska-Seniuk et al., 2005) 

sendo, por isso, normalmente, associadas a infecções do tracto urinário (pielonefrite) e 

infecções intestinais em humanos (Germani, Bégaud, Duval, & Le Bouguénec, 1996; Le 

Bouguénec et al., 2001). Os operões que codificam as adesinas pertencentes a esta família 

têm organizações 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 afaE que codifica a adesina propriamente dita é muito variável, permitindo a 

distinção de várias adesinas AFA (Labigne-Roussel & Falkow, 1988; Le Bouguénec et al., 

1993; Wroblewska-Seniuk et al., 2005). Dois destes subtipos, AfaE-VII e AfaE-VIII são 

especificamente associados a estirpes de E. coli patogénicas em animais (Lalioui, Jouve, 

Gounon, & Le Bouguénec, 1999). A AfaE-VII produz HAMR de eritrócitos humanos, bovinos 

e porcinos e liga-se às células epiteliais de humanos e bovinos (Lalioui et al., 1999). O 

receptor da AfaE-VIII não foi identificado, mas esta parece estar associada a casos de 

diarreia, septicemia e infecção de órgãos 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 urinário e a células renais de cães (Nagy, Tóth, & Fekete, 2005). 

 

Sistemas de captação de ferro 

Vários nutrientes são importantes para o desenvolvimento dos microrganismos, entre eles, o 

ferro. Este é essencial, incorporando proteínas (Andrews, Robinson, & Rodríguez-Quiñones, 

2003) e participando em processos como o transporte de oxigénio e a síntese de ADN 

(Skaar, 2010). No hospedeiro, nem sempre se encontra disponível na sua forma livre, 

apresentando-se ligado a proteínas como a ferritina, a transferrina, a lactoferrina e o grupo 

heme (Ratledge & Dover, 2000; Skaar, 2010). É, por isso, importante a presença de 

mecanismos que permitam às bactérias adquirir ferro. Entre os sistemas descritos, 

encontramos os sideróforos e os transportadores de ferro (Andrews et al., 2003). 
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Os sideróforos são moléculas com grande afinidade para o ferro que o removem das 

proteínas transportadoras, disponibilizando-o (Ratledge & Dover, 2000; Hirsh & Zee, 2003; 

Quinn et al., 2011). Existem vários sideróforos já caracterizados como a enterobactina, as 

salmoquelinas, a aerobactina e a yersiniabactina. 

Um dos principais mecanismos de tomada de ferro pela E. coli é a enteroquelina ou 

enterobactina. Esta consegue retirar o ferro ligado à transferrina, por ter uma maior afinidade 

para este ião (Ratledge & Dover, 2000). Na verdade, a enterobactina é o sideróforo 

conhecido com a maior constante de estabilidade para o ferro (Ratledge & Dover, 2000; 

Bister et al., 2004). Apesar disso, é também conhecida a sua ligação a proteínas como a 

albumina e a lipocalina 2 (Williams & Carbonetti, 1986). Esta ligação às proteínas afecta a 

sua eficiência como sideróforo. 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 três tipos de 

salmoquelinas: enterobactina monoglucosilada (MGE), enterobactina diglucosilada (DGE) e 

enterobactina triglucosilada (TGE) (Garénaux et al., 2011), sendo a produção destas 

moléculas uma das principais características das UPEC (Valdebenito, Bister, Reissbrodt, 

Hantke, & Winkelmann, 2005; Hagan, 2009). De facto, o receptor das salmoquelinas, IroN, 

contribui para a colonização do tracto urinário e a invasão 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 (Ørskov, Edén, & Ørskov, 1988; Johnson et al., 2005). Esta, ao contrário da 

enterobactina e das salmoquelinas, não 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 macrófagos e outras células (Brock, Williams, Licéaga, 

& Wooldridge, 1991). 

Os genes que codificam as proteínas ligadas à yersiniabactina estão localizados numa “high 

pathogenicity island” (Schubert, Rakin, Karch, Carniel, & Heesemann, 1998; Rakin, Noelting, 

Schubert, & Heesemann, 1999). Esta ilha está amplamente difundida por várias 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 captação de ferro pelas bactérias incluem transportadores de metais 

(Andrews et al., 2003). Um exemplo é o grupo de proteínas SitABCD que participa no 

transporte tanto de ferro como de manganésio. Pensa-se que este sistema tenha maior 

afinidade para o manganésio, não sendo actualmente considerada como função primária o 

transporte de ferro (Kehres, Janakiraman, Slauch, & Maguire, 2002). 
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Existem também receptores de membrana para proteínas do hospedeiro que transportam 

ferro. É 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 só estirpe pode ter vários tipos de sistemas de captação de ferro. Uma vez que cada 

um pode ser influenciado por diferentes estímulos externos tais como o pH, e porque as 

proteínas das quais adquirem o ferro diferem, esta pode ser uma vantagem desenvolvida 

para sobreviver em diferentes meios e aumentar a sua eficiência (Valdebenito, Crumbliss, 

Winkelmann, & Hantke, 2006). 

A captação de ferro pelas bactérias está dependente de vários processos: a síntese dos 

sideróforos, a sua excreção, o reconhecimento, na membrana externa da bactéria, do 

sideróforo já ligado ao ferro, a internalização deste complexo e a libertação do ferro no 

citoplasma celular (Garénaux et al., 2011). Estes processos ocorrem através da acção de 

diferentes proteínas (Tabela 3). No entanto, ainda não foram esclarecidos os mecanismos 

que levam à excreção da aerobactina e da yersiniabactina e à libertação do ferro da 

yersiniabactina (Garénaux et al., 2011). 

 

Tabela 3 – Proteínas associadas à síntese (S), excreção (E), reconhecimento (R), internalização (I) e 

libertação do ferro (L) dos diferentes sideróforos. 

 S E R I L 

Enterobactina EntABCDEF 
EntS 

TolC 
FepA FepBCDG Fes 

Salmoquelinas 
EntABCDEF 

+ IroB 

IroC (DGE,TGE)  

EntS (MGE) 
IroN FepBCDG IroD 

Aerobactina IucABCD ? IutA FhuBCD Reductases 

Yersiniabactina 
YbtSEUT + 

Irp1, Irp2 
? FyuA YbtPQ ? 
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Toxinas 

Outros FVs com um papel importante na patogenia das doenças provocadas por E. coli são 

as toxinas, tais como a hemolisina, o factor necrosante citotóxico (CNF) e os antigénios O. A 

hemolisina e o CNF são as principais toxinas associadas a estirpes de ExPEC (Beutin, 

1999; Siqueira et al., 2009). 

Escherichia coli produz dois factores necrosantes citotóxicos, denominados CNF-1 e CNF-2. 

Estas duas proteínas afectam células eucariotas e impedem a sua divisão, sem inibir a 

replicação de ácidos nucleicos, o que origina células multinucleadas (Brito, Vidotto, Berbel, 

& Tagliari, 2004). O CNF-1, codificado pelo gene cnf1, liga-se à superfície celular e sofre 

endocitose mediada por um receptor, entrando na célula e atingindo, posteriormente, o 

citosol (Contamin et al., 2000; Boquet, 2001). Aí, interfere com as proteínas que regulam a 

organização e dinâmica do citosqueleto entre outros processos que envolvem a actina 

(Fabbri, Travaglione, & Fiorentini, 2010). 

Esta toxina interfere com a fagocitose, aumentando a internalização 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 permitirá à E. coli atingir 

camadas celulares que, normalmente, não estão expostas (Mills, Meysick, & O’Brien, 2000; 

Smith, Rasmussen, Grande, Conran, & O’Brien, 2008). Por outro lado, o CNF-1 tem também 

a capacidade de impedir a apoptose, o que poderá conferir alguma protecção às bactérias 

fagocitadas (Fiorentini et al., 1997). Em casos de piómetra, os úteros infectados por estirpes 

produtoras de CNF-1 apresentam uma maior reacção inflamatória e lesões histológicas 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 à bactéria um acesso aos nutrientes celulares. Entre estas 

células encontram-se os eritrócitos e células do sistema imunitário (Johnson, 1991; Jonas, 

Schultheis, Klas, Krammer, & Bhakdi, 1993). Para além da lise e necrose celular, esta toxina 

é capaz de inibir a fagocitose e a quimiotaxia e induzir a apoptose de células do hospedeiro 

e a esfoliação 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 vários tipos de hemolisina, sendo que algumas (por exemplo, a α-hemolisina) são 

excretadas e outras, como a β-hemolisina, se encontram fixas à célula bacteriana (Johnson, 

1991). A α-hemolisina é uma lipoproteína que está principalmente associada a infecções do 

tracto urinário superior (Johnson, 1991). É codificada pelo operão hly que é composto por 4 

genes (hlyA-D) (Goebel & Hedgpeth, 1982), correspondendo a proteína HlyA à parte 

estrutural da toxina e estando as restantes proteínas envolvidas na sua activação (HlyC) e 
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excreção (HlyB e HlyD) (Welch & Falkow, 1984; Nicaud, Mackman, Gray, & Holland, 1985; 

Johnson, 1991). 

Os antigénios O são constituídos por repetições de polissacarídeos (polissacarídeo O) 

(Raetz & Whitfield, 2002) e constituem, juntamente com um núcleo de oligossacarídeos e o 

lípido 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 virulência de E. coli, devido, 

não só, ao carácter tóxico do lípido A (Hirsh & Zee, 2003), mas também ao antigénio O do 

qual se presume que a principal função seja evitar as defesas do hospedeiro (Raetz & 

Whitfield, 2002). 

 

Outros 

A cápsula é a estrutura externa que compõe a maior parte da parede celular e onde se 

localizam os antigénios K (Hirsh & Zee, 2003). Estes são polissacarídeos que impedem a 

ligação de anticorpos e de proteínas do sistema complemento à 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 o nome indica, nos 

flagelos (Quinn et al., 2011). Os flagelos são estruturas que conferem motilidade à bactéria e 

que, no caso da maioria das E. coli, se distribuem em torno de toda a bactéria (flagelos 

perítricos) (Hirsh & Zee, 2003). 

Kurazono et al. (2000) referiu a existência de uma proteína especificamente associada a 

todas as manifestações de infecções do tracto urinário que conferia a E. coli uma maior 

capacidade de provocar infecção (Yamamoto et al., 2001). A proteína específica 

uropatogénica (Uropathogenic-specific protein, Usp) é codificada pelo gene usp e pensa-se 

que possa ter a função de bacteriocina (Yamamoto et al., 2001; Parret & De Mot, 2002). 

Para além da sua associação a casos de cistite em humanos, Siqueira et al. (2009) mostrou 

a associação desta proteína também a casos de cistite e piómetra em cadelas.  

 

Ilhas de patogenicidade 

Os FVs expressos por E. coli estão muitas vezes agrupados em grandes regiões genómicas 

(10-200 kb) denominadas “Ilhas de patogenicidade” (pathogenicity associated islands, PAIs). 

Estas ilhas apresentam um conteúdo em guanina e citosina diferente do restante ADN da 

bactéria, estão adjacentes a genes de ácido ribonucleico transportador (ARNt) e possuem 

genes de mobilidade (Guyer, Gunther, & Mobley, 2001). Estas características permitem às 

PAIs serem transferidas horizontalmente entre estirpes de E. coli diferentes dando origem a 

uma diversidade genética bastante grande (Oelschlaeger, Dobrindt, & Hacker, 2002). Outra 

das características das PAIs é o facto de serem elementos instáveis e com propensão para 
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sofrer delecções (Hacker, Blum-Oehler, Mühldorfer, & Tschäpe, 1997; Middendorf et al., 

2004). 

Foram já identificadas várias PAIs nas estirpes uropatogénicas de E. coli 536, J96 e 

CFT073, das quais as mais estudadas são 4 das ilhas da estirpe 536 (PAI I536, PAI II536, PAI 

III536 e PAI IV536), 2 da estirpe J96 (PAI IJ96 e PAI IIJ96) e 2 da estirpe CFT073 (PAI ICFT073 e 

PAI IICFT073). Entre estas, a PAI IV536 é a mais prevalente, tanto em UPEC como em estirpes 

comensais, sendo a PAI IJ96 a 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 virulência codificados nas ilhas de patogenicidade. 

PAI Factores de virulência 

I536 Hemolisina-α, Fímbrias tipo-F17, Fímbrias tipo-CS12 

II536 Hemolisina-α, Fímbrias relacionadas com as P, adesinas Hek, adesinas tipo-

hemaglutininas 

III536 Fímbrias S, Salmoquelina, Receptor heme, Protease de hemoglobina tipo-Tsh, 

Adesina Sap 

IV536 Yersiniabactina 

IJ96 Hemolisina-α, Fímbrias P 

IIJ96 Hemolisina-α, Fímbrias Prs, CNF-1 

ICFT073 Hemolisina-α, Fímbrias P, toxina autotransportadora secretada (sat), aerobactina, 

antigénio 43, receptor de enterobactina/adesina (iha) 

IICFT073 Fímbrias P 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

Caracterização da população 

Foram analisados 80 isolados de E. coli, tendo, 23 desses isolados, sido obtidos a partir de 

amostras de urina de cadelas com infecção do tracto urinário inferior (cistite) provocada 

apenas por E. coli (n=20) e por E. coli e Proteus sp. (n=3). O diagnóstico de cistite baseou-

se na bacteriúria significativa (≥105 ufc/ml de urina) e nos sinais clínicos apresentados pela 

cadela. Os 23 animais distribuíram-se por 12 raças diferentes (7 de raça indeterminada), 

com idades compreendidas entre os 5 meses e os 14 anos (idade média de 7 anos). Trinta e 

um isolados foram obtidos a partir do conteúdo uterino de 28 cadelas em diestro com 

diagnóstico de piómetra. O diagnóstico de piómetra foi feito com base na fase do ciclo 

éstrico em que a cadela se encontrava (diestro), nos sinais clínicos e nos resultados 

hematológicos e ecográficos. O conteúdo intra-uterino foi recolhido após 

ovariohisterectomia, tendo sido somente isolada E. coli. Foram recolhidas amostras de 

animais de 11 raças diferentes (7 de raça indeterminada), com idades entre os 4 e os 16 

anos (idade média de 9,7 anos). 

Os restantes 26 isolados, foram obtidos a partir de zaragatoas rectais de cadelas saudáveis 

que foram apresentadas a consultas de rotina. As cadelas encontravam-se em estro ou 

diestro, o que foi confirmado através de citologia vaginal. 

 

Isolamento e identificação 

As zaragatoas fecais e do conteúdo uterino foram inoculadas em dois meios sólidos: Agar 

Columbia suplementado com 5% de sangue de carneiro (PB5039A, OXOID Deutschland 

GmbH) (COS) e Agar McConkey (610028, Liofilchem Italy), e num meio líquido: Brain Heart 

infusion Broth (BHiB) (610008, Liofilchem It aly), sendo, posteriormente, incubados a 37ºC 

durante 24 horas. A partir do meio de McConkey, apenas se isolaram, para COS, colónias 

lactose positivas (coloração rosa) com um halo translúcido em seu torno. Em COS as 

colónias de E. coli apresentam um aspecto acinzentado, mais ou menos mucóide e grandes 

dimensões. A confirmação da pureza e a identificação da morfologia da cultura foi efectuada 

através da coloração 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 identificação 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 condições descritas por Chen et al. (2003). Os 

isolados foram armazenados a -80ºC em criotubos com BHI e 30% de glicerol. 
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Análise do fenótipo hemolítico e mucóide 

Os fenótipos das colónias (não mucóide, mucóide, não hemolítico, hemolítico) foram 

avaliados nas placas de COS após incubação a 37ºC durante 24 horas. 

O fenótipo mucóide/não mucóide foi avaliado através da observação macroscópica do 

aspecto mucóide das colónias crescidas nas placas de COS. 

A actividade hemolítica associada à expressão da α-hemolisina foi avaliada pela formação 

de um halo de hemólise clara à volta das colónias crescidas nas placas de COS. 

 

Estirpes de referência 

A estirpe E. coli 536 (positiva para as PAIs I536, II536, III536, IV536 e IICFT073) (gentilmente 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 ICFT073, IICFT073, I536, II536, IV536, IJ96 e IIJ96 e para os 

genes fimH, hlyA, cnf1, sfa/focDE, papEF, chuA, yjaA e para o fragmento de ADN TspE4-

C2) foram utilizadas como controlo positivo nas reacções de PCR para detecção dos 

marcadores de PAIs, dos genes que codificam para FVs e/ou determinação do grupo 

filogenético. 

 

Extracção de ADN 

A extracção de ADN foi realizada por uma técnica rápida de fervura, a qual permitiu a 

obtenção simultânea de ADN cromossómico e ADN plasmídico (Féria, 2001). 

A partir dos isolados guardados nos criotubos, fez-se novamente a propagação destes em 

COS (37ºC, durante a noite), tendo-se, posteriormente, repicado uma única colónia isolada 

para 2 ml de Trypticase Soy Broth (TSB) e incubado a 37ºC, durante a noite. Após 

incubação, 2 ml do inóculo foram centrifugados (13.000 rpm, 8 minutos) e o sedimento 

ressuspenso em 500 µL de água desionizada estéril. Foi feita nova centrifugação (13.000 

rpm, 3 minutos), sendo o sedimento ressuspenso em 100 µL de água desionizada estéril e, 

posteriormente, incubado durante 15 minutos a 100ºC. Após centrifugação (13.000 rpm, 8 

minutos), o sobrenadante foi recolhido e armazenado a -20ºC até posterior utilização. 

 

Identificação de ilhas de patogenicidade e dos genes que codificam para factores de 

virulência 

A presença de 8 PAIs características de UPEC foi avaliada por PCR convencional, utilizando 

sequências de oligonucleotídeos (Tabela 5) para marcadores específicos de cada ilha 

previamente descrita (Sabaté et al., 2006). A amplificação dos 8 fragmentos específicos de 

cada PAI foi efectuada através de 3 reacções 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 condições descritas por Sabaté et al. 

(2006) e permitiu amplificar os marcadores da PAI III536, PAI IV536 e PAI IICFT073. Nesta 

reacção, foram utilizados 25 mM de MgCl2 (Promega), 1x PCR buffer (Promega), 0,5 mM de 

desoxirribonucleotídeos trifosfatados (dNTPs), 4U de enzima GoTaq® Flexi DNA 

Polymerase (Promega) e 3 pares de oligonucleotídeos iniciadores: 0,5 µM dos pares 

sfaAI.1/sfaAI.2 (Thermo Fisher Scientific) e IRP2.FP/IRP2.RP (Thermo Fisher Scientific) e 

0,7 µM do par cft073.2Ent1/cft073.2Ent2 (Thermo Fisher Scientific). Para cada reacção 

foram utilizados 4 µL de ADN, num volume final de reacção de 50 µL. As estirpes E. coli J96 

(positiva para PAI IICFT073 e PAI IV536) e E. coli 536 (positiva para PAI III536, PAI IV536 e PAI 

IICFT073) foram utilizadas como controlo positivo para esta reacção e, como controlo negativo, 

utilizou-se uma reacção à qual não foi adicionada ADN. O programa de amplificação 

consistiu num passo inicial de desnaturação de 94ºC, durante 5 minutos, seguido por 31 

ciclos de 94ºC, durante 1 minuto, hibridação a 55ºC, durante 1 minuto, extensão, durante 2 

minutos, a 72ºC e um passo final de 10 minutos, a 72ºC (Doppio Thermal Cycler, VWR; MJ 

Mini Personal Thermal Cycler, Biorad). As amostras foram posteriormente corridas num gel 

de agarose 2% corado com brometo de etídio a 1% (5 µl/100 ml) e fotografadas sob trans-

iluminação UV (Pharmacia Biotech, Thermal Imaging System FTI-500). Para identificação de 

pesos moleculares das bandas foi utilizado um marcador (HyperLadder II, Bioline) corrido no 

mesmo gel. 

O Multiplex B, originalmente descrito por Sabaté et al. (2006), foi dividido em duas reacções 

(B1 e B2) segundo Bronowski et al. (2008) amplificando o Multiplex B1 o marcador das ilhas 

IIJ96 e I536 e o Multiplex B2 o das ilhas II536, ICFT073 e IJ96. Para ambos os Multiplex B foram 

utilizados 2,5 mM de MgCl2 (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 

oligonucleotídeos iniciadores: hlyd/cnf e I.9/I.10 (Thermo Fisher Scientific) para o Multiplex 

B1 e orf1up/orf1down, papGIf/papGIr e RPAi/RPAf (Thermo Fisher Scientific) para o 

Multiplex B2. Para cada reacção, foram utilizados 2,5 µL de ADN, num volume final de 

reacção de 25 µL. As estirpes de E. coli J96 e 536 foram utilizadas como controlos positivos, 

sendo a J96 positiva para todas as PAIs amplificadas por ambas as reacções e a 536 

positiva para a PAI I536 e PAI II536. O procedimento de amplificação consistiu, para ambos, 

num passo inicial de desnaturação de 94ºC, durante 5 minutos, 31 ciclos de 94ºC, durante 1 

minuto, hibridação a 60ºC, durante 1 minuto e extensão, durante 2 minutos, a 72ºC e um 

passo final de 72ºC durante 10 minutos (Doppio Thermal Cycler, VWR; MJ Mini Personal 

Thermal Cycler, Biorad). As amostras das duas reacções (B1 e B2) foram corridas em 

simultâneo 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 etídio 1% (5 µl/100 ml) e fotografadas sob 

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

 

Tabela 5 – Sequência dos oligonucleotídeos iniciadores para os marcadores das PAIs em estudo, 

PAIs alvo, temperaturas de hibridação (TH) utilizadas na reacção de PCR e tamanhos dos 

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

Oligo. iniciador Sequência do oligonucleotídeo (5’-3’) PAI alvo 
Tamanho 

(bp) 

TH 

(ºC) 

sfaAI.1 CGGGCATGCATCAATTATCTTTG PAI III536 161 55 

sfaAI.2 TGTGTAGATGCAGTCACTCCG   55 

IRP2 FP AAGGATTCGCTGTTACCGGAC PAI IV536 285 55 

IRP2 RP TCGTCGGGCAGCGTTTCTTCT   55 

cft073.2Ent1 ATGGATGTTGTATCGCGC PAI II CFT073 420 55 

cft073.2Ent2 ACGAGCATGTGGATCTGC   55 

I.9 TAATGCCGGAGATTCATTGTC PAI I536 1801 60 

I.10 AGGATTTGTCTCAGGGCTTT   60 

orfIup CATGTCCAAAGCTCGAGCC PAI II536 1041 60 

orfIdown CTACGTCAGGCTGGCTTTG   60 

papGIf TCGTGCTCAGGTCCGGAATTT PAI IJ96 461 60 

papGIr TGGCATCCCCCAACATTATCG   60 

hlyd GGATCCATGAAAACATGGTTAATGGG PAI IIJ96 2409 60 

cnf GATATTTTTGTTGCCATTGGTTACC   60 

RPAi GGACATCCTGTTACAGCGCGCA PAI ICFT073 930 60 

RPAf TCGCCACCAATCACAGCCGAAC   60 

 

Para além das PAIs, foi ainda avaliada a presença de genes que codificam para FVs: 

adesinas (fimH, papEF, sfa/focDE, sfaS, focG e afaBC), toxinas (hlyA e cnf1), sistemas de 

captação de ferro (fepA, sitA, iroN, fyuA e iucD) e a proteína específica uropatogénica (usp). 

A presença dos genes iucD, hlyA, papEF, sfa/focDE, afaBC e cnf1 foi testada em PCR-

multiplex (Multiplex 1). As condições de cada reacção de PCR, as sequências de 

oligonucleotídeos iniciadores, tamanhos esperados dos fragmentos amplificados e estirpes 

de referência utilizadas como controlo positivo (C+) estão descritos na Tabela 6. As 

reacções de PCR para a detecção 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 confirmação da presença dos genes. 
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Tabela 6 – Sequências dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados na detecção dos genes de 

virulência e grupos filogenéticos, temperaturas de hibridação (TH), tamanho da região amplificada por 

PCR, controlos positivos (C+) e referência para condições de reacção 

Oligo. 

iniciador 
Sequência do Oligonucleotídeo (5’-3’) 

TH 

(ºC) 

Tam. 

(bp) 
C+ Referência 

fimH F TGCAGAACGGATAAGCCGTGG 
63 508 J96 

Johnson & 

Stell, 2000 

fimH R GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA 

fyuA F TGATTAACCCCGCGACGGGAA 
63 880 Pyo29 

fyuA R CGCAGTAGGCACGATGTTGTA 

focG F CAGCACAGGCAGTGGATACGA 
63 360 

ATCC 

25922 focG R GAATGTCGCCTGCCCATTGCT 

sfaS F GTGGATACGACGATTACTGTG 
63 244 

UTI 

134 sfaS R CCGCCAGCATTCCCTGTATTC 

usp F ATGCTACTGTTTCCGGGTAGTGTGT 

66 1000 

ATCC 

25922 

Siqueira et 

al., 2009 usp R CATCATGTAGTCGGGGCGTAACAA 

fepA F AAGCTGAATTCGTCGCCCAG 
55,8 560 

ATCC 

25922 
Mellata, 

Ameiss, 

Mo, & 

Curtiss, 

2010 

fepA R CCGACCGATACTCCTGTTTC 

sitA F ATCGGCATTACGTTGGTAGG 
56,2 196 

ATCC 

25922 sitA R TCTCAATGGGGTTCCAGAAG 

iroN F ATTGACGCCAGGCATTTTAC 
56,2 202 

ATCC 

25922 iroN R GCTCCTGGTTGGGTTGAATA 

hlyA1 AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT 

61 

1177 J96 

Yamamoto 

et al., 1995 

hlyA2 ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA 

cnf1-1 AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG 
498 J96 

cnf1-2 CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT 

sfafoc1 CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC 
410 J96 

sfafoc2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 

pap3 GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT 
336 J96 

pap4 AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA 

iuc1 TACCGGATTGTCATATGCAGACCGT 
602 KS52 

iuc2 AATATCTTCCTCCAGTCCGGAGAAG 

afa1 CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG 
750 KS52 

afa2 GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC 
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Tabela 7 - Sequências dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados na determinação do grupo 

filogenético, temperaturas de hibridação (TH), tamanho da região amplificada por PCR, controlos 

positivos (C+) e referência para condições de reacção 

Oligo. 

iniciador 
Sequência do Oligonucleotídeo (5’-3’) 

TH 

(ºC) 

Tam. 

(bp) 
C+ Referência 

chuA.1 GACGAACCAACGGTCAGGAT 

55 

279 

J96 

Clermont, 

Bonacorsi, 

& Bingen, 

2000 

chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA 

yjaA.1 TGAAGTGTCAGGAGACGCTG 
211 

yjaA.2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC 

tspE4C2.1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA 
152 

tspE4C2.2 CGCGCCAACAAAGTATTACG 

gadA F GATGAAATGGCGTTGGCGCAAG 

65 

373 

ATCC

25922 

Doumith, 

Day, Hope, 

Wain, & 

Woodford, 

2012 

gadA R GGCGGAAGTCCCAGACGATATCC 

chuA F ATGATCATCGCGGCGTGCTG 
281 

chuA R AAACGCGCTCGCGCCTAAT 

yjaA F TGTTCGCGATCTTGAAAGCAAACGT 
216 

yjaA R ACCTGTGACAAACCGCCCTCA 

TSPE4C2 F GCGGGTGAGACAGAAACGCG 
152 

TSPE4C2 R TTGTCGTGAGTTGCGAACCCG 

 

Determinação 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 sequências de 

oligonucleotídeos iniciadores (Doumith et al., 2012). Este método permite a descriminação 

de 4 grupos filogenéticos distintos: A, B1, B2 e D. As estirpes de referência E. coli J96 e E. 

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

 

Análise de grupos do genótipo de virulência 

Para analisar os dados relativos à presença/ausência dos genes de virulência e marcadores 

das PAIs, foi construída uma tabela de dados booleanos em que o algarismo 1 indica a 

presença e o algarismo 0 indica a ausência do gene/marcador da PAI. A matriz de 22 

características (genes de virulência e PAIs) e de 80 unidades taxonómicas operacionais 

(isolados de E. coli) em estudo foi depois usada para construir um dendrograma no software 

BioNumerics (versão 6.6, Applied Maths, Kortrijk, Bélgica). As semelhanças entre diferentes 
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isolados foram calculadas através do coeficiente simple matching e do método de 

aglomeração Unweighted Pair-Group Method Average. 

 

Análise estatística 

As prevalências dos genes de virulência e PAIs nos isolados das várias origens foram 

comparadas através do teste exacto de Fischer (Statistica 5.0, StatSoft Inc., Tulsa, OK, 

EUA, 1995). O nível de significância escolhido foi de 5% (p <0,05). 
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RESULTADOS 

 

Prevalência dos marcadores de ilhas de patogenicidade 

A presença de pelo menos um marcador de PAI foi detectada em todos os isolados de 

piómetra (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 IV536, sendo a PAICFT073 a segunda mais 

prevalente. A PAI III536 foi a ilha menos prevalente e a PAI IJ96 não foi identificada em 

nenhum dos isolados. Em comparação com os isolados fecais, os isolados de piómetra 

apresentaram uma maior prevalência (p< 0,05) de todos os marcadores de PAIs, com 

excepção do marcador da PAI III536 (Gráfico 1). Os isolados de piómetra apresentaram, em 

relação aos isolados de cistite, uma maior prevalência dos marcadores das PAIs IV536 e 

ICFT073 (p< 0,05) (Gráfico 1). 

 

Gráfico 1 – Prevalência dos marcadores de ilhas de patogenicidade nos isolados de E. coli de 

piómetra, de cistite e de origem fecal 

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

 

Associação 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 piómetra (93,5%) 

do que nos isolados de cistite (47,8%) e de origem fecal (38,5%) (Gráfico 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 piómetra. O grupo filogenético B1 foi mais prevalente nos 

isolados de origem fecal do que nos isolados de piómetra (p< 0,01) (Gráfico 2). O grupo 

filogenético A apresentou uma distribuição semelhante nos 3 grupos de isolados (Gráfico 2). 
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Gráfico 2 – Prevalência dos grupos filogenéticos nos isolados das várias origens 

 

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

 

Tabela 8 – Distribuição do número de ilhas de patogenicidade por grupos de isolados e grupos 

filogenéticos 

 
 Número de ilhas por isolado 

Grupo filogenético 0 1 2 3 4 5 6 7 M 

Isolados de Piómetra 

         Grupo A (6,5%)b - 2 - - - - - - 1,0 

Grupo B1 (0%) - - - - - - - - - 

Grupo B2 (93,5%)a - - 8 6 1 8 5 1 4,0 

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

Total* 0 2 8 6 1 8 5 1 3,8 

Isolados de Cistite 

         Grupo A (21,7%)b 
2 3 - - - - - - 0,6 

Grupo B1 (13%)b 
3 - - - - - - - 0 

Grupo B2 (47,8%)a 
- - 2 2 - - 7 - 4,7 

Grupo D (17,4%)b 
1 2 1 - - - - - 1,0 

Total** 6 5 3 2 0 0 7 0 2,6 

Isolados de Fezes 

         Grupo A (11,5%)b 
2 1 - - - - - - 0,3 

Grupo B1 (30,8%)b 
7 1 - - - - - - 0,1 

Grupo B2 (38,5%)a 
- - 2 3 - 2 2 1 4,2 

Grupo D (19,2%)b 
3 2 - - - - - - 0,4 

Total** 12 4 2 3 0 2 2 1 1,8 

Legenda: M – Número médio de ilhas de patogenicidade por isolado. Linhas com letras diferentes ou 

números diferentes de asteriscos diferem significativamente no número 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 número de marcadores de PAIs do que os isolados dos 

restantes grupos filogenéticos (p< 0,05) (Tabela 8). O número médio de marcadores de PAIs 

por isolado foi maior nos isolados de piómetra (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 deverá estar relacionado com 

a maior prevalência do grupo filogenético B2 nos isolados de piómetra. 

O grupo filogenético B2 foi o grupo que apresentou maior diversidade de PAIs, tendo sido 

identificadas todas as PAIs à excepção da IJ96 (Tabela 9). A PAI I536, II536, III536 e IIJ96 foram 

detectadas, exclusivamente, nos isolados do grupo B2 (Tabela 9). A PAI IV536 foi detectada 

em todos os grupos filogenéticos e as PAIs ICFT073 e IICFT073, 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 frequência destas duas ilhas nos grupos filogenéticos D e A não terá 

qualquer significado biológico. 

 

Tabela 9 – Distribuição dos marcadores de ilhas de patogenicidade em isolados de piómetra, cistite e 

fecais, de acordo com o grupo filogenético 

     Ilhas de patogenicidade 

Grupo 
filogenético 

Nº de 
isolados (%) 

Nb (%) I536 II536 III536 IV536 ICFT073 IICFT073 IJ96 IIJ96 

A           
Piómetra 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           
Piómetra 0 (0)c 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           
Piómetra 29 (93,5)a 29 (93,5) 15 14 1 29 27 14 0 15 
Cistite 11 (47,8)b 11 (47,8) 7 7 2 11 9 9 0 7 
Fezes 10 (38,5)b 10 (38,5) 5 5 2 10 10 5 0 5 

Total 50 50 27 26 5 50 46 28 0 27 

D           
Piómetra 0 (0)a 0 (0) 0 0 0 0 0 0 0 0 
Cistite 4 (17,4)b 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 – número de isolados com PAIs. Colunas com letras diferentes diferem 

significativamente: 
a,b

 – p< 0,05; 
c,d

 – p< 0,01 (teste exacto de Fischer) 
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Combinação de ilhas de patogenicidade nos isolados de E. coli de piómetra, cistite e 

origem fecal 

As combinações de PAIs observadas nos isolados de E. coli de piómetra, cistite e de origem 

fecal estão descritas na Tabela 10, Tabela 11 e Tabela 12, respectivamente. Em todos os 

grupos de isolados, as combinações mais prevalentes incluíram as PAIs IV536 e ICFT073. Nos 

isolados de piómetra, a combinação de apenas essas duas ilhas foi a mais prevalente 

(25,8%), seguida das combinações das 3 ilhas, PAI IV536, ICFT073 e IICFT073 (19,4%), e de 5 

ilhas, PAI I536, II536, IV536, IIJ96 e IICFT073 (19,4%) e, posteriormente, da combinação das PAIs 

I536, II536, IV536, IIJ96, ICFT073 e IICFT073 (16,1%). Esta última é também a combinação mais 

frequente nos isolados de cistite (21,7%). Já nos isolados fecais, a combinação mais 

prevalente incluiu as ilhas IV536, ICFT073 e IICFT073, não havendo, no entanto, uma grande 

diferença entre as prevalências das várias combinações, neste grupo de isolados. Dos 

isolados de piómetra, apenas 6,5% tinham menos de 2 PAIs. No entanto, para os isolados 

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

 

Tabela 10 – Combinação de marcadores de PAIs nos isolados de piómetra 

Nº de ilhas         

2 ilhas 25,8% IV536 ICFT073      

3 ilhas 19,4% IV536 ICFT073 IICFT073     

4 ilhas 3,2% I536 II536 IV536 IIJ96    

5 ilhas 19,4% I536 II536 IV536 IIJ96 ICFT073   

 3,2% I536 II536 IV536 IIJ96 IICFT073   

 3,2% I536 IV536 IIJ96 ICFT073 IICFT073   

6 ilhas 16,1% I536 II536 IV536 IIJ96 ICFT073 IICFT073  

7 ilhas 3,2% I536 II536 III536 IV536 IIJ96 ICFT073 IICFT073 

 

Tabela 11 – Combinação de marcadores de PAIs nos isolados de cistite 

Nº de ilhas        

2 ilhas 13% IV536 ICFT073     

3 ilhas 8,7% IV536 ICFT073 IICFT073    

6 ilhas 8,7% I536 II536 III536 IV536 IIJ96 IICFT073 

 21,7% I536 II536 IV536 IIJ96 ICFT073 IICFT073 
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Tabela 12 – Combinação de marcadores de PAIs em isolados fecais 

Nº de ilhas         

2 ilhas 7,7% IV536 ICFT073      

3 ilhas 11,5% IV536 ICFT073 IICFT073     

5 ilhas 7,7% I536 II536 IV536 IIJ96 ICFT073   

6 ilhas 3,8% I536 II536 IV536 IIJ96 ICFT073 IICFT073  

 3,8% I536 II536 III536 IV536 IIJ96 ICFT073  

7 ilhas 3,8% I536 II536 III536 IV536 II536 ICFT073 IICFT073 

 

Associação entre ilhas de patogenicidade e os fenótipos dos isolados 

O fenótipo hemolítico foi mais frequente nos isolados de piómetra e o fenótipo não 

hemolítico e não mucoso foi encontrado maioritariamente nos isolados de cistite e de origem 

fecal (Gráfico 3). O fenótipo mucóide apenas foi verificado em isolados de piómetra (Gráfico 

3). 

 

Gráfico 3 – Prevalência dos diferentes fenótipos nos isolados de E. coli de piómetra, cistite e de 

origem fecal 

Legenda: H+M – Hemolítico e mucóide; H+NM – Hemolítico e não mucóide; NH+M – Não hemolítico 

e mucóide; NH+NM – Não hemolítico e não mucóide. Colunas com letras diferentes diferem 

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

 

As PAIs I536, II536, III536 e IIJ96 apenas foram detectadas em estirpes hemolíticas e não 

mucóides (Gráfico 4). A PAI IV536 foi detectada em todas as estirpes com fenótipo hemolítico 

e não mucóide e com fenótipo não hemolítico e mucóide e apenas em 59,6% das estirpes 

com fenótipo não hemolítico e não mucóide (Gráfico 4). 
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Gráfico 4 – Associação entre ilhas de patogenicidade e os fenótipos dos isolados das colónias de E. 

coli 

Legenda: H+M – Hemolítico e mucóide; H+NM – Hemolítico e não mucóide; NH+M – Não hemolítico 

e mucóide; NH+NM – Não hemolítico e não mucóide. Colunas com letras diferentes diferem 

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

 

Prevalência dos genes que codificam para factores de virulência 

Dos genes que codificam para as adesinas, o fimH, foi o gene mais prevalente nos três 

grupos em estudo (Gráfico 5). O gene sfa/focDE foi mais prevalente nos isolados de 

piómetra (77,4%) do que nos isolados de cistite (43,5%; p< 0,05) e de origem fecal (30,8%; 

p< 0,01) (Gráfico 5). Os genes focG e papEF foram mais prevalentes (p< 0,05) nos isolados 

de piómetra (61,3% e 48,4%, respectivamente) do que nos isolados de origem fecal (34,6% 

e 19,2%, respectivamente) (Gráfico 5). O gene sfaS não foi detectado nos isolados de 

piómetra e o gene afaBC foi detectado somente num isolado de cistite (4,3%) (Gráfico 5). 

 

Gráfico 5 – Prevalência dos genes que codificam adesinas nos isolados das várias origens 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: Colunas com letras diferentes diferem significativamente (p< 0,05, teste exacto de Fischer) 
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Em relação aos genes que codificam para os sistemas de captação de ferro, verificou-se 

uma elevada prevalência dos genes estudados, com excepção do gene iucD (9,7% a 

26,1%) nos 3 grupos de isolados (Gráfico 6). Contudo, o gene chuA, que codifica para o 

receptor do grupo heme, e o gene fyuA que codifica para o sideróforo yersiniabactina, foram 

mais prevalentes nos isolados de piómetra (p< 0,05) (Gráfico 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) (Gráfico 6). O número médio de genes que codificam para os 

sistemas de captação de ferro foi semelhante nos isolados de piómetra, de cistite e de 

origem fecal (4,7, 4,5 e 3,9 genes por isolado, respectivamente) (Tabela 13). A prevalência 

dos genes hlyA e cnf1 foi maior nos isolados de piómetra do que nos isolados de origem 

fecal (p< 0,05) (Gráfico 7). O gene usp foi mais prevalente nos isolados de cistite e de 

piómetra do que nos isolados fecais (p< 0,05) (Gráfico 7). 

 

Gráfico 6 – Prevalência dos genes que codificam sistemas de captação de ferro nos isolados das 

várias origens 

Legenda: Colunas com letras diferentes diferem significativamente (p< 0,05, teste exacto de Fischer) 
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Gráfico 7 – Prevalência de genes que codificam toxinas e proteína específica uropatogénica nos 

isolados de piómetra, cistite e de origem fecal 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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

 

 

Tabela 13 – Distribuição dos genes que codificam para as diferentes classes de factores de virulência 

em relação à origem dos isolados 

  Número de genes de factores de virulência por isolado 

  0 1 2 3 4 5 6 M 

Isolados de piómetra         

Adesinas - 4 5 13 9 - - 2,9 

Sistemas captação 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 captação ferro - - - 4 6 11 2 4,5 

Outros FVs 9 7 - 7 - - - 1,2 

         

Isolados fecais         

Adesinas 3 13 2 3 3 2 - 1,8 

Sistemas captação ferro - 2 2 6 6 6 4 3,9 

Outros FVs 17 4 3 2 - - - 0,6 

Legenda: M – Número médio de genes que codificam para factores de virulência por isolado 

 

Associação entre factores de virulência 

Em todos os isolados de piómetra e cistite, foi identificado mais do que um gene de sistemas 

de captação de ferro (Tabela 14 e Tabela 15). A combinação dos genes fepA, sitA, iroN, 

chuA e fyuA foi a mais frequente tanto nos isolados de piómetra 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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que codifica para sistemas de captação de ferro, sendo que nestes, tanto a combinação de 

genes já referida, como a combinação dos genes fepA, sitA e iroN tem a prevalência mais 

elevada (19,2%), seguindo-se, em prevalência, a combinação dos 6 genes pesquisados 

(15,4%) (Tabela 16). 

  

Tabela 14 – Combinação de genes que codificam para sistemas de captação de ferro em isolados de 

piómetra 

Nº 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 – Combinação de genes que codificam para sistemas de captação de ferro em isolados de 

cistite 

Nº de genes        

3 genes 17,4% fepA sitA iroN    

4 genes 8,7% fepA sitA iroN chuA   
 8,7% fepA sitA iroN IucD   
 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 – Combinação de genes que codificam para sistemas de captação de ferro em isolados 

fecais 

Nº 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 IucD fyuA 
 

 
19,2% fepA sitA iroN chuA fyuA 

 6 genes 15,4% fepA sitA iroN iucD chuA fyuA 
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Relativamente à presença de genes que codificam para adesinas, em todos os grupos de 

isolados, identificaram-se, maioritariamente, combinações de 2 (fimH e focG) ou 3 (fimH, 

focG e papEF) genes (Tabela 17, Tabela 18 e Tabela 19). No grupo dos isolados de 

piómetra 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 piómetra: 30,4% nos isolados de cistite e 61,5% 

nos isolados fecais (Tabela 18 e Tabela 19). 

 

Tabela 17 – Combinação de genes que codificam para adesinas em isolados de piómetra 

Nº de genes      

2 genes 19,4% fimH papEF   
 32,3% fimH focG   

3 genes 29% fimH focG papEF  

 

Tabela 18 – Combinação de genes que codificam para adesinas em isolados de cistite 

Nº 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 – Combinação de genes que codificam para adesinas em isolados fecais 

Nº 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 associação entre o gene usp, hlyA e cnf1 ocorre, na maioria dos casos, nos isolados de 

piómetra e cistite (Tabela 20 e Tabela 21). Nos isolados fecais, não existem grandes 

diferenças de prevalência entre a combinação dos 3 genes e a combinação apenas dos 

genes hlyA e cnf1 (Tabela 22). Em todos os grupos de isolados, os genes hlyA e cnf1 

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

 

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

piómetra 

Nº de genes     

2 genes 16,1% hlyA cnf1  

3 genes 32,3% usp hlyA cnf1 
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Tabela 21 – Combinação de genes que codificam para hemolisina, CNF-1 e Usp em isolados de 

cistite 

Nº de genes     

3 genes 30,4% usp hlyA cnf1 

 

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

Nº de genes 
    2 genes 11,5% hlyA cnf1 

 3 genes 7,7% usp hlyA cnf1 

 

Associação entre factores de virulência e grupos filogenéticos 

O padrão de distribuição dos genes que codificam para FVs foi semelhante ao padrão de 

distribuição dos marcadores de PAIs, observando-se que o número médio de genes 

identificados foi mais elevado nos isolados do grupo filogenético B2 e, consequentemente, 

nos isolados de piómetra (Tabela 23). Em relação aos sistemas de captação 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) (Gráfico 8). 

 

Tabela 23 – Número de genes que codificam para factores de virulência em relação à origem dos 

isolados e ao grupo filogenético 

 
     Número de genes que codificam para factores de virulência por isolado 

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

Isolados de Piómetra 

       
          

 A (6,5%) - - - - - 2 - - - - - - 7,0 
B1 (0%) - - - - - - - - - - - - - 

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%) 1 1 - 2 - 1 - - - - - - 4,4 

Total 3 2 2 6 2 2 3 1 1 2 2 0 6,3 
Legenda: M – Número médio de genes que codificam para factores de virulência por isolado 
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Gráfico 8 – Associação de sistemas de captação de ferro e grupos filogenéticos 

 

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

 

A prevalência dos genes que codificam para adesinas foi maior nos isolados do grupo B2 do 

que nos restantes grupos filgenéticos (p< 0,05) (Gráfico 9). No entanto, o gene fimH foi 

igualmente prevalente (>75%) nos quatro grupos filogenéticos, o gene sfaS apenas foi 

detectado em 7 isolados do grupo B2 e o gene afaBC somente em 1 isolado do grupo 

filogenético D (Gráfico 9).   

Os genes hlyA e cnf1 foram detectados exclusivamente nos isolados do grupo filogenético 

B2 (Gráfico 10). O gene usp foi detectado apenas nos grupos A, B2 e D, sendo mais 

frequente no grupo B2 (p< 0,05) (Gráfico 10). 

 

Gráfico 9 – Associação entre genes que codificam para adesinas e grupos filogenéticos 

Legenda: Colunas com letras diferentes diferem significativamente (p< 0,05, teste exacto de Fischer) 
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Gráfico 10 – Associação entre genes que codificam para toxinas e proteína específica uropatogénica 

e grupos filogenéticos 

 

 

 

 

 

 

 

 

Associação entre genes que codificam para factores de virulência e os fenótipos dos 

isolados 

Em relação aos genes que codificam para sistemas de captação de ferro, os isolados com 

fenótipo hemolítico apresentam maior prevalência dos genes iroN, chuA e fyuA do que os 

isolados com fenótipo não hemolítico e não mucóide (p< 0,05) (Gráfico 11). 

Relativamente às adesinas, verificou-se que os isolados com fenótipo hemolítico e não 

mucóide apresentaram uma maior prevalência do gene papEF (p< 0,05) (Gráfico 12). Os 

genes hlyA e cnf1 foram detectados em todos os isolados hemolíticos e não mucóides, não 

tendo sido identificados em isolados com fenótipo não hemolítico (p< 0,05) (Gráfico 13). 

 

Gráfico 11 – Associação entre genes que codificam para sistemas de captação de ferro e fenótipos 

dos isolados 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: H+NM – Hemolítico e não mucóide; NH+M – Não hemolítico e mucóide; NH+NM – Não 

hemolítico e não mucóide. Colunas com letras diferentes diferem significativamente (p< 0,05, teste 

exacto de Fischer) 
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Gráfico 12 – Associação entre genes que codificam para adesinas e fenótipos dos isolados 

 

Legenda: H+NM – Hemolítico e não mucóide; NH+M – Não hemolítico e mucóide; NH+NM – Não 

hemolítico e não mucóide. Colunas com letras diferentes diferem significativamente (p< 0,05, teste 

exacto de Fischer) 

 

Gráfico 13 – Associação entre genes que codificam para a hemolisina, CNF-1 e Usp e fenótipo dos 

isolados 

 

Legenda: H+NM – Hemolítico e não mucóide; NH+M – Não hemolítico e mucóide; NH+NM – Não 

hemolítico e não mucóide. Colunas com letras diferentes diferem significativamente (p< 0,05, teste 

exacto de Fischer) 
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Avaliação dos perfis de virulência 

A associação dos isolados segundo os seus perfis de virulência pode ser observada no 

dendrograma da Figura 1. Com base numa semelhança maior ou igual a 77%, foi possível 

identificar três grupos (A, B e C). O grupo A é maioritariamente constituído 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 piómetra 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 PAIs. O grupo A pôde ser dividido em dois sub-grupos de 

isolados, com base na presença do gene fyuA e do marcador da PAI IV536. 

O grupo B é constituído, principalmente, por isolados de piómetra (n=14), mas contém 

também isolados de cistite (n=5) e de origem fecal (n=6), pertencentes ao grupo filogenético 

B2 (com excepção 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 PAIs. Além dos FVs e PAIs 

observados no grupo A, os isolados do grupo B apresentaram uma maior prevalência dos 

genes sfa/focDE, focG e usp e dos marcadores para as PAI ICFT073 e IV536. 

O grupo C é constituído, essencialmente, por isolados de piómetra (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 número de genes que codificam para FVs (média 

de 11,4) e marcadores de PAIs (média de 5,6). Os isolados do grupo C são potencialmente 

mais virulentos e distinguem-se dos isolados dos grupos anteriores pela presença dos 

genes hlyA e cnf1 e dos marcadores das PAIs I536, II536, III536 e IIJ96. Por outro lado, os genes 

papEF e sfa/focDE estão presentes com elevada prevalência (96,3% e 92,6%, 

respectivamente). Foi ainda possível verificar que todos os isolados positivos para o gene 

fyuA foram positivos para o marcador da PAI IV536 e que os isolados positivos para os genes 

hlyA e cnf1 foram também positivos para o marcador da PAI IIJ96 e, em 96,3% dos casos, 

positivos para o gene papEF. Não foi observada associação entre a presença do gene hlyA 

e o marcador da PAI ICFT073. 
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Figura 1 – Dendrograma obtido através do perfil de virulência dos isolados analisados 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: GF – Grupos filogenéticos 
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DISCUSSÃO 

Pretendeu-se, com este trabalho, comparar os perfis de virulência entre os isolados de 

piómetra, cistite e de origem fecal. Deste modo, foi avaliada a presença de marcadores de 

PAIs e de genes que codificam para determinados FVs associados com a adesão e 

sobrevivência da bactéria, bem como a capacidade de destruição celular. 

Embora os isolados de piómetra, cistite e de origem fecal tenham apresentado uma 

sobreposição do perfil de virulência, a prevalência de marcadores de PAIs foi 

significativamente maior nos isolados de piómetra (100%) comparativamente aos isolados 

de cistite (74%) e de origem fecal (54%). Isto sugere que os isolados de piómetra estarão 

mais bem adaptados a diversos ambientes e tecidos alvo (Lloyd, Henderson, Vigil, & 

Mobley, 2009). Por outro lado, não houve diferença significativa entre a prevalência de 

marcadores de PAIs, nos isolados de origem fecal e de cistite. Num estudo realizado por 

Sabaté et al. (2006), o número de isolados de origem fecal com marcadores de PAIs (40%) 

foi também elevado. No entanto, nesse estudo, 93% dos isolados de ITU possuíam 

marcadores de PAIs, havendo uma diferença significativa entre os dois grupos de isolados. 

No nosso estudo, dentro do grupo das cistites, em 61,5% das estirpes não foi detectado ou 

foi detectado apenas um marcador das PAIs analisadas, o que sugere que esta afecção, na 

cadela, pode ser provocada por estirpes com um menor potencial de virulência. Por outro 

lado, as estirpes de piómetra têm um elevado potencial de virulência, possuindo um grande 

número de marcadores de PAIs e genes de virulência. 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 características, o que sugere que poderão induzir piómetra, em 

cadelas susceptíveis. 

As PAIs IV536 e ICFT073 foram as mais prevalentes nos três grupos de isolados. Tal como 

anteriormente descrito, a elevada prevalência destas ilhas deverá estar associada à sua 

estabilidade no genoma bacteriano (Middendorf et al., 2004; Sabaté et al., 2006). Já a PAI 

III536, que codifica para as fímbrias S e a salmoquelina, entre outros FVs, foi a menos 

prevalente de todas as PAIs detectadas. Sabaté et al. (2006) identificou esta PAI em apenas 

2% de isolados uropatogénicos humanos e Li et al. (2010) não a detectou em isolados de 

origem fecal de humanos. Estes resultados poderão estar relacionados com a grande 

instabilidade desta PAI, tal como demonstrado por Middendorf et al. (2004). 

A PAI IV536 codifica para o sideróforo yersiniabactina e a PAI ICFT073 codifica para a α-

hemolisina, as fímbrias P e a aerobactina, entre outros factores. A elevada prevalência da 

PAI IV536 em diferentes enterobacteriáceas, tanto patogénicas como comensais (Schubert, 

Rakin, & Heesemann, 2004), levanta dúvidas acerca da importância do seu papel na 

patogenicidade da E. coli (Karch et al., 1999; Hacker & Carniel, 2000). O seu papel na 

virulência de E. coli parece estar dependente do tipo de infecção. No modelo de ITU em 
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ratinho, a co-infecção com uma estirpe em que a PAI IV536 foi inactivada e a estirpe 

selvagem, mostrou que o mutante teve menor crescimento, sugerindo que esta PAI poderá 

ter um papel relevante na patogenia da pielonefrite (Lloyd et al., 2009). Já 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 à estirpe 

selvagem, o que sugere que, em casos de septicemia, a PAI IV536 pode não contribuir para o 

aumento da patogenicidade da bactéria. 

Apenas a PAI IV536 e a PAI ICFT073 foram significativamente mais prevalentes nos isolados de 

piómetra do que nos restantes. Este facto sugere que estas ilhas poderão ter um papel 

relevante na patogénese da piómetra e não uma função meramente de fitness. 

Neste estudo, a PAI ICFT073, nem sempre esteve associada à presença dos genes hlyA, 

papEF e iucD e ao fenótipo hemolítico. Uma vez que as PAIs são material genético instável, 

altamente susceptível a processos de incorporação e delecção de genes (Hacker et al., 

1997; Middendorf et al., 2004), pelo menos, parte da PAI ICFT073 deverá ter sofrido delecção 

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 três PAIs que, 

potencialmente, podem codificar para a α-hemolisina (I536, II536 e IJ96) e para as fímbrias P 

(IJ96, ICFT073 e IICFT073). Nos casos em que a mesma estirpe possui várias PAIs que codificam 

para o mesmo factor de virulência, a delecção total ou parcial de uma das ilhas não altera o 

fenótipo da bactéria. Estas delecções dão lugar à incorporação de novo material genético 

com possíveis novas, e mais vantajosas, funções na colonização de novos ambientes. Para 

além disso, confere à bactéria uma maior habilidade para evadir-se do sistema imunitário e 

assim persistir no hospedeiro num estadio crónico de infecção (Blum el al., 1994; 

Middendorf et al., 2001). Por outro lado, PAIs que conferem alguma vantagem à bactéria 

têm tendência a tornar-se mais estáveis no seu genoma, através da delecção de genes que 

lhes conferem mobilidade (Karch et al., 1999; Middendorf et al., 2004).  

A ilha IIJ96, que codifica para a α-hemolisina, as fímbrias Prs e o CNF-1 esteve associada à 

presença dos genes hlyA e cnf1, em 100% dos casos, à presença dos genes papEF, em 

cerca de 95% dos casos, e a 100% das colónias hemolíticas. Isto sugere que estes genes 

deverão estar associados nesta ilha e que o codão hly é funcional. 

Os isolados de piómetra tiveram uma maior prevalência de colónias com fenótipo hemolítico 

e foram os únicos em que se verificou o fenótipo mucóide. As prevalências dos genes hlyA e 

cnf1 foram significativamente mais elevadas em isolados de piómetra (48,4%) do que em 

isolados de origem fecal (19,2%), o que está de acordo com resultados de outros trabalhos 

(Chen et al., 2003; Siqueira et al., 2009). Em isolados de piómetra, Siqueira et al. (2009) 

reporta uma prevalência de 34,6% do gene hlyA e 40,4% do gene cnf1 e Chen et al. (2003) 
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obteve uma prevalência de 52% para ambos os genes. A hemolisina é uma toxina que 

provoca a lise celular de eritrócitos e células nucleadas do hospedeiro, induzindo 

inflamação, o que favorece a translocação da bactéria (Bien, Sokolova, & Bozko, 2012). O 

CNF-1 parece facilitar a bacteriémia, devido a interferir no processo de fagocitose pelos 

polimorfonucleares neutrófilos (Fiorentini et al., 1997; Doye et al., 2002). O fenótipo mucóide 

poderá também contribuir para a virulência de E. coli, uma vez que os mucopolissacarídeos 

ajudam a bactéria a evadir-se do sistema imunitário do hospedeiro e a formar biofilmes 

(Beloin, Roux, & Ghigo, 2008; Todar, 2008; Bien et al., 2012).  

A ligação das bactérias às células hospedeiras é um passo crucial da infecção. No nosso 

estudo, os isolados de piómetra e cistite apresentaram um número médio de genes que 

codificam para adesinas maior do que os isolados de origem fecal. A elevada prevalência de 

genes para adesinas em isolados de piómetra e cistite sugere um mecanismo de 

redundância funcional. Num estudo em que se realizou a inactivação simples, dupla ou tripla 

dos operões fim, sfa e pap, apenas se verificaram diferenças significativas na adesão a 

explantes de endométrio canino, nas estirpes que não possuíam nenhuma das 3 adesinas 

(Krekeler et al., 2013). Este resultado sugere que a ausência de uma dessas fímbrias é 

colmatada pela presença de outras e, por isso, não há uma contribuição específica de 

nenhuma delas para a adesão ao endométrio canino. 

O gene que codifica para as fímbrias tipo 1 foi o 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 fímbrias P, codificadas pelo operão pap, estão 

frequentemente associadas a isolados de piómetra (36,5 a 52%) (Chen et al., 2003; Siqueira 

et al., 2009; Ghanbarpour & Akhtardanesh, 2012). Também neste estudo a prevalência do 

gene papEF foi elevada, nos isolados de piómetra, atingindo 48,4%, o que sugere que as 

fímbrias P podem estar envolvidas na patogenia desta afecção. Estas fímbrias foram 

anteriormente relacionadas com a infecção do trato urinário, tendo Wullt et al. (2001) 

verificado que isolados que expressam fímbrias P ou Prs estabelecem bacteriuria mais 

rapidamente e estimulam a resposta imunitária do hospedeiro. Estudos anteriores (Chen et 

al., 2003; Siqueira et al., 2009), não verificam diferenças na prevalência da região genómica 

correspondente ao domínio comum das fímbrias S e F1C em grupos de isolados de 

piómetra, de ITU e de origem fecal. Essas prevalências são, nesses estudos, atribuídas 

apenas às fímbrias S. No entanto, no nosso estudo, o gene sfaS não foi encontrado nos 

isolados de piómetra, atribuindo-se a elevada frequência desse domínio, exclusivamente, às 

fímbrias F1C. Estas fímbrias poderão ter um papel importante no desenvolvimento de 

piómetra em cadelas, devido à sua prevalência significativamente mais elevada nestes 

isolados. Apesar de, na maioria dos casos, a presença do domínio S/F1C corresponder à 

presença do gene focG ou sfaS, em 13,3% dos isolados, foi encontrado o domínio sem 
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serem detectados os genes focG ou sfaS e, em 8,9% dos isolados, um dos genes das 

fímbrias foi identificado, mas não o do domínio S/F1C. A existência de variáveis homólogas 

dos genes dos operões foc e sfa, tais como os operões sfr, sfaII e f1652 poderá contribuir 

para uma não correspondência 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 vários genes que codificam para sistemas de aquisição de 

ferro (fyuA, iucD, iroN, fepA, sitA e chuA). À excepção da aerobactina, todos os sistemas 

apresentaram prevalências superiores a 53,8%. A presença de mais de um gene de 

sistemas de captação de ferro verificou-se em 97,5% dos isolados, sendo que 43,8% 

apresentou uma combinação de 5 genes de sistemas de captação de ferro. Isto reforça a 

função fundamental que o ferro tem no crescimento/persistência da bactéria.  

A presença de vários sistemas de aquisição de ferro num mesmo isolado sugere uma 

redundância funcional e/ou uma vantagem para a bactéria na colonização e adaptação a 

diferentes ambientes. No entanto, cada sistema de aquisição de ferro, tem condições 

óptimas de funcionamento (Valdebenito et al., 2006), e a sua utilização confere vantagem na 

colonização de ambientes específicos. Neste estudo, a maior prevalência dos genes fyuA e 

chuA em isolados de piómetra sugere que estes sistemas de aquisição de ferro estão mais 

bem adaptados às condições uterinas, tendo, provavelmente, um papel relevante na 

patogenia da doença. A yersiniabactina, além do papel na aquisição de ferro, também 

interfere na resposta imunitária do hospedeiro (Fetherston, Kirillina, Bobrov, Paulley, & 

Perry, 2010) e contribui para a formação de biofilme (Hancock, Ferrières, & Klemm, 2008). 

Garcia, Brumbaugh e Mobley (2011) verificaram que, de entre vários sistemas de aquisição 

de ferro (fepA, iroN, iutA, fyuA, chuA, hma, entre outros), apenas os receptores do grupo 

heme Chua e Hma e os sideróforos aerobactina e yersiniabactina pareceram contribuir 

significativamente para a aquisição de ferro nas ITUs por E. coli. Isto deve-se, 

provavelmente, à sua melhor adaptação às condições e à disponibilidade de ferro nestes 

órgãos. 

O gene usp apresentou uma prevalência bastante elevada e significativamente superior em 

isolados patogénicos (piómetra e cistite), tal como verificado noutros estudos em estirpes 

UPEC (Kurazono et al., 2000; Siqueira et al., 2009). Estes resultados sugerem que esteja 

associada à patogenicidade da E. coli na piómetra e na cistite. Apesar de ainda não se 

compreender, na totalidade, o papel da proteína codificada por este gene, pensa-se que 

poderá ser uma bacteriocina (Parret & De Mot, 2002).  

Embora o grupo filogenético B2 tenha sido detectado nas diferentes classes de isolados, a 

sua prevalência foi significativamente maior nos isolados de piómetra, em relação aos 

restantes dois grupos. Os isolados deste grupo filogenético têm um maior potencial de 
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virulência, devido ao elevado número de PAIs (número média de 4,2 por isolado) e FVs 

(número médiao de 9,8 por isolado) que possuem.  

Os dois únicos isolados de piómetra do grupo filogenético A encontrados no grupo de 

isolados de piómetra poderão ter causado infecção devido a factores predisponentes (HQE, 

progestagénios, raça, etc.) ou a uma diminuição na imunidade do hospedeiro, o que leva a 

uma maior dificuldade do útero 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 piómetra, o 

grupo filogenético A foi o que apresentou maior prevalência (Ghanbarpour & Akhtardanesh, 

2012). Esta divergência nos resultados de agrupamento filogenético poderá estar 

relacionada com diferenças geográficas, diferenças nas características da população de 

hospedeiros, diferenças culturais na dieta ou processamento dos alimentos, ou diferenças 

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, o que está de acordo com os resultados 

obtidos por Harada et al. (2012). Com isto, poderá supor-se que as fezes caninas são 

reservatório de estirpes com elevado potencial patogénico, visto que o grupo B2 possui, em 

média, mais ilhas de patogenicidade e factores de virulência. No entanto, em humanos, os 

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 poderão ter uma maior propensão para a 

aquisição de PAIs e FVs (Escobar-Páramo et al., 2004). As PAIs I536 (hemolisina-α, entre 

outros), II536 (hemolisina-α, fímbrias relacionadas com as fímbrias P, entre outros), III536 e IIJ96 

são características do grupo filogenético B2, não se encontrando em nenhum dos outros 

grupos. A presença destas ilhas apenas no grupo filogenético B2 poderá, também, estar 

relacionada com a sua aquisição posterior à separação do grupo filogenético B2 dos 

restantes grupos, mantendo-se estáveis e sendo transmitidas verticalmente (Johnson & 

Stell, 2000). 
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CONCLUSÃO 

Os isolados de piómetra pertenceram, na sua maioria, ao grupo filogenético B2 e 

apresentaram, em média, mais marcadores de PAIs e FVs que os isolados de cistite e de 

origem fecal. 

O útero demonstra ser um ambiente difícil de colonizar, sendo necessário que a E. coli 

possua um grande número de PAIs e FVs. Contrariamente à piómetra, a cistite pode ser 

associada a estirpes de todos os grupos filogenéticos e com um número de FVs mais 

reduzido. Por outro lado, nem todos os isolados de origem fecal parecem ter potencial para 

induzir piómetra, embora grande parte destes pareça poder estar envolvido na colonização 

da bexiga. 

As estirpes fecais de origem canina não deverão, no entanto, ser automaticamente 

consideradas comensais, uma vez que se verificou que o recto poderá funcionar como um 

reservatório de estirpes potencialmente patogénicas dos grupos filogenéticos B2 e D. 

Este estudo permitiu a caracterização do perfil de virulência de isolados de E. coli 

associados a infecção uterina e do tracto urinário. Estudos futuros que avaliem a expressão 

dos FVs e não só a sua presença poderão ajudar a identificar os que na realidade são 

importantes no estabelecimento da piómetra e da cistite.  
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ANEXOS 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: 1 – Controlo positivo E. coli 536, 2 – Controlo positivo E. coli J96, 3-5 – Isolados positivos 

para os marcadores das PAIs IICFT073 e IV536, 6 – Isolado positivo para o marcador da PAI IV536, 7 – 

Controlo negativo, 8 – Marcador de pesos moleculares 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Legenda: 1 – Controlo positivo E. coli 536, 2 – Controlo positivo E. coli J96, 3-5 – Isolados positivos 

para os marcadores das PAIs IIJ96 e I536, 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 IIJ96 e I536, 13 – Isolado negativo para ambos os marcadores, 

14 – Controlo negativo 

 

IIJ96 

I536 

Anexo 2 – Exemplo de resultado de PCR do Multiplex B1 

    1       2       3       4       5       6       7       8       9      10     11     12      13     14 

Anexo 1 – Exemplo de resultado de PCR do Multiplex A 

IICFT073  

IV536  

III536 

   1       2        3       4        5       6        7       8 
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Legenda: 1 – Controlo positivo E. coli J96, 2 – Isolado positivo para os marcadores das PAIs II536 e 

ICFT073, 3 – Isolado positivo para o marcador da PAI II536, 4 – Isolado positivo para os marcadores das 

PAIs II536 e ICFT073, 5 – Isolado positivo para o marcador da PAI ICFT073, 6 – Marcador de pesos 

moleculares, 7 – Isolado negativo para todos os marcadores, 8-10 – Isolados positivos para os 

marcadores das PAIs II536 e ICFT073, 11 – Isolado positivo para o marcador da PAI ICFT073, 12 – Isolado 

negativo para todos os marcadores, 13 – Controlo negativo 

 

 

 

 

 

 

 

 

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 

 

Anexo 4 – Exemplo de resultado de PCR de detecção de um gene de factores de virulência (iroN) 

   1       2       3        4       5        6        7        8        9      10      11 

  1       2       3       4       5       6       7        8       9     10     11     12     13 

II536 

ICFT073 

 
 
IJ96 

Anexo 3 – Exemplo de resultado de PCR do Multiplex B2 


