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FATORES DE VIRUL,ENCIA E SIMILARIDADE GENETICA DE ESCHERICHIA
COLI ISOLADAS DE UTEROS E URINA EM CADELAS COM E SEM PIOMETRA

RESUMO: Este estudo avaliou a ocorréncia de Escherichia coli em conteudo uterino
e urina de cadelas sadias e com piometra. Nos isolados, foi determinada a presenca
de genes de viruléncia, resisténcia aos antimicrobianos e proximidade genética. Os
resultados foram associados a alteragBes histopatoldgicas e também verificada a
relacdo entre infec¢des uterinas e do trato urinario pelo agente. Das 87 amostras,
obteve-se crescimento bacteriano em 46/87 (52,9%), sendo 36/52 (69,2%)
provenientes do conteudo uterino e 10/35 (28,6%) de urina. Observou-se
positividade para E. coli em 25/36 (69,4%) amostras de utero com piometra e 7/10
(70,0%) amostras de urina. Para as cadelas sadias constatou-se crescimento de
micro-organismos em 28/49 (57,1%) amostras, mas nenhuma foi identificada como
E. coli, demonstrando que esse agente estava associado aos animais doentes.
Houve sensibilidade de 100% ao ceftiofur, gentamicina, enrofloxacina, norfloxacina,
cefoxitina e ciprofloxacina, e resisténcia a eritromicina (100%), ampicilina (34,4%) e
sulfonamida (25,0%). Os isolados de E. coli apresentaram grande nimero dos genes
de viruléncia estudados: 31/32 (96,9%) possuiam o gene sfa, 19/32 (59,4%) afa,
15/32 (46,9%) pap, 17/32 (53,1%) hly e 22/32 (68,75%) cnf. A anadlise
histopatolégica identificou que 6/22 (27,3%) animais apresentaram grau | na
classificacdo, 9/22 (40,9%) grau Il e 7/22 (31,8%) grau lll, sendo que houve uma
interligac@o entre a maior resposta inflamatéria e o maior numero de genes de
viruléncia. A analise de similaridade genética demonstrou elevada diversidade
filogenética em E. coli, mas constatou que as cepas oriundas do mesmo animal
possuiam 0 mesmo genotipo, logo a cistite e a piometra apresentaram uma relagéo
direta. O estudo denotou a importancia de E. coli nas piometras de cadelas e a
presenca de caracteres fenotipicos e genotipicos atuantes na patogénese da

doenca.

Palavras- chaves: E. coli, genes de viruléncia, patogénese, RAPD, resisténcia



VIRULENCE FACTORS AND GENETIC SIMILARITY OF ESCHERICHIA COLI
ISOLATED FROM UTERUS AND URINE IN FEMALE DOGS WITH AND WITHOUT
PYOMETRA

Abstract: This research evaluates the occurrence of Escherichia coli in the uterine
contents and urine of healthy and pyometra female dogs. At the isolate was
determined the presence of virulence genes, antimicrobial resistance and genetic
proximity. The results were associated with histopathological changes and observed
the relationship between uterine infections and urinary tract by the agent. Of the 87
samples, the results show bacterial growth in 46/87 (52.9%), 36/52 (69.2%) from the
uterine contents and 10/35 (28.6%) of urine. Positivity was observed for E. coli 25/36
(69.4%) uterus’ samples with pyometra and 7/10 (70.0%) urine’s samples. For the
healthy female dogs was observed a growth of micro-organisms in 28/49 (57.1%)
samples, but no one has been identified as E. coli, what means that agent was
associated with sick animals. There was 100% sensitivity to ceftiofur, gentamicin,
enrofloxacin, norfloxacin, ciprofloxacin, and cefoxitin and erythromycin resistance
(100%), ampicillin (34.4%) and sulfonamide (25.0%). The isolate of E. coli showed a
large number of virulence genes studied: 31/32 (96.9%) had the gene sfa, 19/32
(59.4%) afa, 15/32 (46.9%) pap, 17/32 (53.1%) and hly 22/32 (68.75%) cnf.
Histopathological analysis found that 6/22 (27.3%) animals showed grade | in the
classification, 9/22 (40.9%) grade I, and 7/22 (31.8%) grade lll, being that, there was
an interconnection between greater inflammatory response and highest number of
virulence genes. The genetic similarity analysis showed high phylogenetic diversity in
E. coli, but found that the strains isolated from the same animal had the similar
genotype, as soon as cystitis and pyometra showed a direct relationship. The study
demonstrates the importance of E. coli in pyometras female dogs and the presence

of phenotypic and genotypic active in disease pathogenesis.

Keywords: E. coli, virulence genes, pathogenesis, RAPD, resistance
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1. INTRODUCAO

A piometra canina, também denominada como complexo hiperplasia-cistica-
endometrial, € uma enfermidade da cadela adulta caracterizada pela inflamacéo do
Gtero com acumulacéo de exsudatos, que ocorre na fase latea do ciclo estral e que
pode acometer varios sistemas do organismo. Ocorre em decorréncia de alteracdes
hormonais e geralmente esta associada a infec¢cdes bacterianas. Na histopatologia
observa-se um quadro inflamatoério tipico, pois 0s cornos uterinos encontram-se
distendidos preenchendo grande parte da cavidade peritoneal (COGGAN, 2005).

A incidéncia de piometra na cadela é alta, sendo a doenca reconhecida como
uma das causas mais comuns de enfermidade e morte desta espécie animal. Trata-
se de uma das condi¢cfes patoldgicas mais comuns que acomete o trato genital dos
cdes (TSUMAGARI et al., 2005).

A bactéria mais frequentemente isolada do conteudo uterino de cadelas com
piometra € Escherichia coli (COGGAN, 2005). Estes micro-organismos estabelecem
uma proximidade genética com cepas isoladas de infeccdes do trato urinario (ITU)
(KUPLULU et al., 2009). Esta constatacdo permite formular a hipétese de que
cadelas com infeccao do trato urinario com determinados biéticos ou gendtipos de E.
coli possuem maior risco de causar piometra. E animais que apresentam infeccao
uterina, possuem maior possibilidade de ocasionar uma ITU.

Isolados de E. coli de piometra e cistites podem apresentar caracteristicas de
viruléncia que incluem a presenca do gene pap (codificacdo de fimbria P), afa
(adesina afimbrial), sfa (fimbria S), hly (a-hemolisina) e cnf (fator de necrose
citotoxica). A expressdo dessas caracteristicas evidencia o potencial invasivo das
cepas (STENSKE et al., 2009).

A resisténcia de E. coli aos antimicrobianos em piometra e ITU representa um
sério problema na clinica em medicina veterinaria, devido a baixa suscetibilidade aos
antibioticos de escolha (fluorguinolonas) (COHN et al., 2003). Isso se deve ao uso
indiscriminado e constante desses medicamentos que interferem no tratamento
efetivo das infeccbes provocadas por estes agentes. Outra explicacdo esta
relacionada ao raro uso de antibiogramas nesses casos de infec¢cdes e o profissional
optar por selecionar farmacos com base na experiéncia e no conhecimento da
ocorréncia de resisténcia (HAGMAN, 2012).
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Diante disso, é importante a caracterizacdo de amostras de E. coli isoladas
concomitantemente do conteddo purulento e urina de cadelas com piometra, com
base nos niveis de resisténcia aos antibioticos e capacidade de produzir genes de
viruléncia. E também importante conhecer a incidéncia de E. coli e estas mesmas
variaveis em (teros aparentemente sdos (sem piometra), para estabelecer se a
colonizagdo prévia do utero por determinadas cepas pode ser um fator de risco para
desenvolvimento da piometra em cadelas. A avaliacdo histopatologica também pode
contribuir no estabelecimento dos graus de patogenicidade das diferentes estirpes
de E. coli isoladas do trato genital de cadelas.

O conjunto desses resultados e a determinagcao dos padrdes de proximidade
genética sdo de grande valia no conhecimento da severidade da piometra e do

potencial invasivo para as vias urinarias.

1.1.0BJETIVO

1.1.1. GERAL

Pesquisar Escherichia coli em urina e em conteddo uterino de cadelas com
piometra e sadios, determinando fatores de viruléncia como a presenca de genes de

adesdao e producéo de toxinas e a similaridade genética.

1.1.2. ESPECIFICOS

e Conhecer a ocorréncia de Escherichia coli em amostras de piometra, Gteros
séos e de conteudo urinario em cadelas da cidade de Uberlandia;

e Caracterizar outros micro-organismos presentes nos uteros onde E. coli ndo
foi isolada;

e Determinar o perfil de resisténcia dos isolados frente aos antimicrobianos;

¢ Identificar fatores de viruléncia das cepas associadas aos genes de adeséo e
producéo de toxinas utilizando a técnica de PCR,;

e Analisar as alteracdes histopatologicas nos uteros em cadelas com piometra

causadas pelas cepas de E. coli;
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e Investigar a similaridade genética das estirpes isoladas por meio da técnica
de RAPD-PCR e correlacionar caracteres fenotipicos e genotipicos com o0s

clusters formados.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Caracterizacao de Escherichia coli

7

A espécie bacteriana Escherichia coli é um bastonete Gram negativo, néo
esporulado, oxidase negativa, a maioria € moével devido a existéncia de flagelos
peritriqueos, anaerdbia facultativa capaz de fermentar a glicose e a lactose com
producdo de acidos e gases, e pertencente a familia Enterobacteriaceae. Fontes de
carbono como acetato e glicose sdo usadas para seu crescimento, porém o citrato
ndo pode ser utilizado. A glicose é fermentada a &cidos: latico, acético e férmico,
sendo o &cido férmico hidrolisado a hidrogénio e diéxido de carbono. E. coli produz
B-galactosidase e indol mas ndo forma sulfito de hidrogénio (H,S) ou hidrolisa a
uréia (BETTELHEIM, 1978.). Lautrop et al. (1971) e Layne et al. (1971) relatam a
ocorréncia de cepas de H,S E. coli positivas, cujo comportamento fenotipico &
mediado por plasmidio.

E. coli pertence ao grupo de coliformes termotolerantes, sendo descrita pela
primeira vez por Theodor Escherich em 1885 ao tentar isolar o agente etioldgico da
colera (ESCHERICH, 1889; ADAM; MOSS, 1997). Os coliformes termotolerantes
sdo caracterizados por produzirem acido e gas em caldo EC em temperaturas
compreendidas entre 44°C e 46°C, sendo a temperatura 6tima para crescimento de
Escherichia coli de 44,5°C variando até 45,5°C (PERRY; HAJNA, 1944).

Espécies de E. coli crescem rapidamente em meios bacteriol6gicos simples,
incluindo o agar MacConkey, no qual forma col6nias fermentadoras de lactose. E o
principal organismo anaerdbio facultativo presente no trato intestinal da maioria das
espécies animais de sangue quente, na proporcdo de 10" a 10° micro-organismos

por grama de fezes. O intestino estéril de animais recém-nascidos torna-se
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rapidamente colonizado por estas bactérias, provenientes das maes e do préprio
ambiente (GYLES; FAIRBROTHER, 2004).

A sorologia é baseada em diferentes antigenos encontrados na estrutura da
superficie bacteriana. Os trés antigenos fundamentais sdo O, K e H. Os antigenos
somaticos “O” termoestaveis, relacionados com polissacarideos da membrana
externa; antigenos flagelares “H” termolabeis, relacionados com proteinas dos
flagelos, e antigenos capsulares “K” termoestaveis, relacionados com
polissacarideos capsulares. Esse método de identificacdo permite a diferenciacao
entre amostras patogénicas das comensais (WILES et al., 2008).

Entre as bactérias Gram negativas, Escherichia coli € considerada a bactéria
mais comumente isolada nas ITU tanto de animais como do homem, possivelmente
por sua “habilidade” em ultrapassar algumas das barreiras do sistema urinario e
genital (BOWER et al., 2005). Pode ser encontrada no trato gastro-intestinal (TGI)
inferior de seres humanos e de outros mamiferos. Embora seja pertencente a
microbiota comensal de mamiferos, pode causar um amplo espectro de doencas
intestinais e extra-intestinais tanto em humanos quanto em animais (CROXEN;
FINLAY, 2010).

E. coli pode ser caracterizada como importante patdgeno emergente, pois
pode exibir sofisticados mecanismos de viruléncia sendo responsavel por
significativas enfermidades clinicas em homens e animais. Dentre estas doencas
podem se destacar. meningite neonatal, septicemia, infec¢cdes do trato urinario e
diarréia que pode se manifestar tanto de forma branda, autolimitante ou caracterizar
quadros muito graves como a colite hemorragica e a sindrome hemolitica urémica
(KAPER et al., 2004).

2.2. Patogenia da Escherichia coli

Com base na patogénese clinica e na constituicdo genética de E. coli, esta
pode ser classificada em trés grandes grupos: E. coli comensal, E. coli patogénica
intestinal (entérica ou diarreicogénica) e E. coli patogénica extra-intestinal (EXPEC)
(CROXEN; FINLAY, 2010).

As espécies comensais fazem parte da microbiota do TGl. Essas estirpes

vivem em simbiose com o hospedeiro por longos periodos de tempo com beneficios
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mutuos. O nicho tipico para essas cepas est4d associado a compartimentos
intestinais especificos com expressiva presenc¢a de muco (VEJBORG et al., 2010).

A estrutura populacional dos espécimes comensais permite que esses micro-
organismos possam interagir com outros agentes patogénicos executando funcéo de
potenciais probidticos. A identificacdo de novas cepas probidticas de E. coli para
industrias e para a clinica veterindria representa uma ferramenta importante na
reducdo da quantidade de antibidticos que sdo usados como profilaticos, promotores
de crescimento e para o tratamento de animais doentes; além da relevancia
referente a diminuicdo da aquisicdo de resisténcia aos antibiéticos pelos patégenos
(TENAILLON et al., 2010).

As cepas de E. coli patogénicas intestinais ou diarreiogénicas sé&o
classificadas em seis patétipos: E. coli enteropatogénica (EPEC); enterotoxigénica
(ETEC); shigatoxigénica (STEC); enteroinvasiva (EIEC); enteroagregativa (EAEC) e
difusamente aderente (DAEC). Esses subtipos se diferem de acordo com seus
mecanismos de patogenicidade, fatores de viruléncia, modos de adesédo em culturas
de células epiteliais e sintomas clinicos em casos de doencas (KAPER et al., 2004).

E.coli enteropatogénica (EPEC) é constituida por cepas negativas para o0s
genes de viruléncia da shiga toxina e enterotoxina ST (termoestavel) e LT
(termolabel), mas carregam o gene eaeA gue codifica a proteina intimina, facilitando
sua adesao a célula epitelial, que causa uma leséo caracteristica de fixacao epitelial
(attaching-effacing 1I). Essa capacidade de adesdo a membrana plasméatica das
células intestinais causa destruicdo das microvilosidades com consequente perda da
capacidade de absorcao. A lesdo é caracterizada por degeneracao dos enterdécitos e
inflamacgéo da lamina prépria. Essas bactérias ja foram encontradas em criancgas,
bezerros, cordeiros, suinos, cédes e gatos (STELLA et al.,, 2008; FRANCO et al.,
2008; MORATO et al., 2008).

E. coli enterotoxigénica (ETEC) caracteriza uma das mais importantes
causas de diarréia infantil nos paises em desenvolvimento. Essas cepas sdo nao
invasivas e causam uma diarréia de tipo secretora por produzir a enterotoxina LT e
ST. A toxina ST é expressa pela maior parte das cepas caninas de ETEC. Os
principais sintomas incluem fezes aquosas, vomitos, nauseas e colicas intestinais. A
secrecdo de enterotoxinas e adesinas (CFA - colonization factor antigens Il) permite
a colonizacao das células do epitélio intestinal. A colonizacdo geralmente ocorre por

meio de fimbrias de superficie e se ligam a receptores especificos da célula. Estas
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infeccbes também acometem animais recém-nascidos, principalmente leites,
bezerros, cordeiros e estd associada com até 31% dos casos de diarreia canina
(KUHNERT et al., 2000; KAPER et al., 2004).

As cepas STEC sado caracterizadas por causar diarreia sanguinolenta,
acometendo prevalentemente criancas e idosos em paises desenvolvidos. Também
podem causar lesdes tipo attaching-effacing Il no intestino grosso, e nos casos mais
severos, necrose. Tornou-se notoria apos dois grandes surtos em 1982 nos EUA,
relacionados ao consumo de hamburguer mal cozido. Estes surtos foram atribuidos
a cepa 0O157: H7. Os sintomas clinicos incluem: coélica abdominal e diarreia
inicialmente aquosa que progride para hemorragica. Bovinos e pequenos ruminantes
sdo considerados os principais reservatorios naturais dessas cepas (BETTELHEIM,
1978). Além da distinta classificacdo pelo sorotipo (0157: H7), também existe outra
caracteristica fundamental em sua classificagdo: a producdo de uma toxina
semelhante a toxina produzida pela Shigella dysenteriae, a shiga-like toxina,
também denominada verotoxina. Existem dois principais grupos antigénicos destas
toxinas: Stx1 (VT-I) e Stx2 (VT-ll). Estas sdo capazes de atravessar o epitélio
intestinal e alcancar células do endotélio de vasos que suprem o intestino, o rim,
pancreas e outras visceras como cérebro e coracdo. As consequéncias Ssao:
coagulacao intravascular, trombocitopenia, micro angiopatia, anemia hemolitica,
faléncia renal e sindrome hemolitica urémica (ROBINS-BROWNE; HARTLAND,
2002).

Infec¢des por EIEC ocorrem em humanos de todas as idades, sendo mais
comum em paises menos desenvolvidos (ROBINS-BROWNE; HARTLAND, 2002).
Os principais sintomas sao: dores abdominais, febre, diarreia aquosa seguida de
disenteria com muco e sangue. A principal patologia consiste na inflamacéo e
erosao da mucosa, principalmente no intestino grosso. Ha uma intima penetracéo da
bactéria na mucosa que provoca grave ulceracdo. O processo invasivo ocorre nas
células M do foliculo linféide. Essas cepas ap0s penetrar no epitélio intestinal,
induzem apoptose dos macrofagos evitando a fagocitose. Ha envolvimento de
enterotoxinas e citotoxinas (NAVANEETHAN; RALPH, 2008).

E. coli enteroagregativa (EAEC) caracteriza-se por causar uma diarréia
aqguosa infantil persistente, com vOmitos, desidratacdo e febre. Essas cepas

apresentam fatores de viruléncia que permitem a ocorréncia de uma aderéncia
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agregativa que impede a absorc¢éao intestinal ocasionando diarreia (REGUA-MANGIA
et al., 2009).

Estirpes de E. coli difusoaderente (DAEC) estao relacionadas com diarréia em
criancas com mais de um ano de idade. Essas cepas apresentam um padrao
caracteristico de aderéncia difusa mediada por fimbrias e codificada por genes
especificos. Apresentam adesinas do tipo Dr, que permite a transducdo de sinais
para a célula hospedeira de forma a promover um rearranjo do citoesqueleto
levando aos danos celulares. So raras as associacdes desses agentes com diarreia
em animais (KAPER et al., 2004).

As cepas de E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC) sao caracterizadas por
causar doencas em outros sitios corporais que ndo o intestinal. Estdo reunidas as
cepas uropatogénicas UPEC, que causam infeccdo no trato urinario; as cepas
associadas a meningite neonatal e septisemia, portanto capazes de colonizar e
produzir doenca nos mais variados sitios anatébmicos (KAPER et al, 2004).
Apresentam varios fatores que possibilitam a colonizagéo, invasao dos tecidos do
hospedeiro e evasdo do sistema imune, como: adesinas, invasinas, toxinas,
sideréforos e evasinas. Em cées, esse grupo de patdégenos tém sido principalmente
relacionado as infec¢bes do trato urinario (ITUs) e piometras (BOWER et al., 2005).

Tradicionalmente, as E. coli associadas as infeccGes extra-intestinais tém sido
estudadas de acordo com seus fatores de viruléncia e os sitios anatdmicos
acometidos. Além disso, estudos de comparacdo genotipica e fenotipica de E. coli
isoladas de diferentes sindromes demonstrou elevada similaridade entre elas
(SMITH et al., 2007; FILHO, 2008).

2.3. Fatores de viruléncia em E. coli

Os isolados de E. coli provenientes de animais e de humanos apresentam
uma grande diversidade de patétipos, com muitos genes comuns, 0 que sugere a
possibilidade de trocas genéticas entre eles e consequentemente a probabilidade do
surgimento de cepas emergentes. A evolucdo desses agentes por transferéncia
horizontal de genes facilita a adaptacdo em novos ambientes, além da aquisicdo de
fatores de viruléncia envolvidos diretamente em infec¢cdes (DAM; DAS, 2006).
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As ilhas de patogenicidade s&o elementos genéticos com constituicdo de
genes diferentes dos cromossomos das bactérias e codificam véarios fatores de
viruléncia e também caracteristicas do seu aparelho secretor. A transferéncia de
genes de viruléncia por plasmideos ou fagos é considerada a origem das ilhas de
patogenicidade (SCHMIDT; HENSEL, 2004).

Patogenicidade em E. coli € um mecanismo multifatorial e complexo que
envolve varios fatores de viruléncia variando de acordo com o sorotipo. O termo fator
de viruléncia é impreciso, pois um Unico componente poderia ndo ser suficiente para
transformar uma cepa de E. coli na forma patogénica, mas a combinacdo com outros
determinantes de viruléncia teria um papel decisivo em seu potencial invasivo
(IKUNO et al., 2006).

Os fatores de viruléncia e os genes responsaveis identificados em amostras
de E. coli comumente encontrados sdo: capacidade de adesdo pela fimbria P,
associada as infeccbes urinarias (pap) e ligada a determinacdo de
enteropatogenicidade (sfa), adesinas afimbriais (afa), producédo de hemolisinas (hly)
e fator necrosante citotoxico (cnf) (STENSKE et al., 2009).

Os fatores de adesdo em E. coli sdo representados pela presenca de
fimbrias, incluindo a Fimbria Tipo 1 e a Fimbria P que sdo responsaveis pela
aderéncia na mucosa em diferentes estagios da doenca. A classificacao das fimbrias
e adesinas sdo determinadas pela morfologia e habilidade de promover aglutinacdo
de hemacias de diferentes espécies. Em funcédo desta caracteristica, sdo também
denominadas hemaglutininas. Entre as hemaglutininas, existe uma divisdo simples:
fimbrias as quais se previne a aglutinacdo quando incubadas com D-manose séo
denominadas D-manose-sensiveis e as demais, D-manose-resistentes (KUHNERT
et al., 2000).

As adesinas D-manose-resistentes sdo um grupo de estruturas bacterianas
gue se liga a carboidratos presentes nos receptores celulares, que ndo a D-manose.
A fimbria P liga-se especificamente ao carboidrato a-D galactose e 3-D galactose do
antigeno do grupo sanguineo P, presente nas heméacias. O gene pap é uma
subunidade integrante do heteropolimero cromossomal que codifica a fimbria P e
tem a funcéo de polimerizacdo. Esta diretamente associado com pielonefrite aguda e

ao estabelecimento da infec¢éo urinaria (KAPER et al., 2004).
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A adesina afimbrial Afa € expressa por algumas E. coli diarreiogénicas e
uropatogénicas. Embora sejam denominadas como afimbriais, parecem possuir uma
fina estrutura fibrilar de dificil visualizacado (KELLER et al., 2002).

Outra fimbria frequentemente presente nas cepas extra-intestinais € a S-
fimbria. A S-fimbria € uma adesina que tem afinidade por um terminal de galactose
presente nas glicoproteinas. A sequéncia sfa esta presente no cromossomo
bacteriano e a proteina codificada por este gene é composta por quatro subunidades
(HACKER et al., 1993). As E. coli que apresentam o gene sfa podem aderir as
células endoteliais de origem sistémica, incluindo as cerebrais, uma vez que esta
adesina é observada em processos de septicemia com grande frequéncia
(JOHNSON, 1991).

A a-hemolisina € uma exotoxina que é frequentemente associada a cepas de
E. coli uropatogénicas. Ela atua criando poros na membrana celular eucariética de
eritrécitos. A lise dessas células é de fundamental importancia para o
desenvolvimento e a multiplicacdo bacteriana, ja que promove a liberacao de ferro e
outros nutrientes essenciais do metabolismo desse agente. A secrecao dessa toxina
€ dependente da expressdo do gene hly. Cepas de E. coli capazes de codificar a
proteina Hly apresentam maior potencial de formacgédo de biofilme em condicdes in
vitro (SOTO et al., 2007).

O fator de necrose citotéxica, codificado pelo gene cnf, € uma toxina que
impede a divisdo celular por meio da modificacdo da constituicdo de proteinas que
regulam a fisiologia do citoesqueleto celular, ndo ocasionando alteragcbes na
replicacdo dos acidos nucléicos. Essa toxina induz apoptose em células epiteliais da
bexiga, diminuindo fagocitose por polimorfonucleares. Sua producéo tem sido
detectada em cepas de E. coli de infeccbes extra intestinais. Além disso, ha uma
correlacdo positiva entre atividade hemolitica e a producdo de toxina (CNF) em
amostras de E. coli (EMODY et al., 2003).

2.4. Piometra em caes

A piometra € uma desordem uterina que acomete, principalmente, cadelas na

fase adulta, devido a estimulagdo progesterbnica crénica e repetitiva a cada ciclo

estral. Em animais jovens, frequentemente esta associada ao uso de contraceptivos
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a base desse hormoénio (VERSTEGEN et al., 2008). Essa patologia consiste numa
patologia que acarreta risco de vida para os animais, sendo caracterizada por uma
acumulacdo de liquido purulento intraluminal, acompanhado de uma quimiotaxia
importante, associado a uma infiltracdo de células inflamatdrias no endométrio e
miométrio (CRANE, 2009).

A incidéncia de piometra na cadela é alta, sendo reconhecida como uma das
principais causas de morte desta espécie animal. A doenca € caracterizada pela
inflamacdo do utero com acumulo de exsudatos. A paténcia da cérvix (aberta ou
fechada) influencia na severidade da doenca, pois quando fechada possibilita o
desenvolvimento de bacteremia e toxemia, podendo levar o animal ao 6bito em
poucos dias (PRETZER, 2008).

Os sinais clinicos da piometra variam desde uma secrecao vulvar sanguinea
a purulenta em processo de piometra aberta, até inapeténcia, depressao, letargia,
distensdo abdominal, polidria, polidipsia e vomito que ocorrem principalmente na
piometra de cérvix fechada (DABROWSKI et al., 2009).

O diagnéstico baseia-se no histérico do animal. A maioria das cadelas
desenvolve a doenca entre quatro a dez semanas apdés o0 cio. Exames
complementares podem revelar uma leucocitose e neutrofilia. A ultrassonografia é o
método de diagnéstico de eleicdo para a piometra, pois determina o tamanho do
Utero, a espessura da parede uterina e a presenca de fluido intraluminal (PRETZER,
2008).

O tratamento de escolha para a piometra é a ovario-salpingo-histerectomia,
uma vez que a infecgédo circunscrita na cavidade abdominal leva rapidamente a uma
septicemia, e apenas a retirada cirdrgica do utero pode reverter o quadro séptico. Os
animais doentes devem receber fluidoterapia intravenosa e antibidticos de amplo
espectro antes da cirurgia. A antibioticoterapia deve persistir por uma semana apos
a retirada do utero infectado (VERSTEGEN et al., 2008).

Também existem protocolos de tratamento medicamentosos a base de
prostaglandina F2 alfa (PGF2a) associado a antimicrobianos. Entretanto, ndo sao
considerados eficazes pelos riscos de ruptura uterina. A PGF2a ira promover lise do
corpo luteo, aumentar a contratilidade do miométrio, contribuir para a liberacdo do
conteludo séptico uterino e pode aumentar o relaxamento cervical. Ou seja, 0
mecanismo de acdo é muito simples, ao promover a lise do corpo luteo (apds quinto

dia do diestro), diminui as concentracbes séricas de progesterona, minimizando
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gradativamente as alteragbes hipertréficas causadas por este horménio no
endométrio e nas glandulas endometriais (MARTINS, 2007). Com a agéo da PGF2a
espera-se encontrar o esvaziamento do Utero, aumento da secrecdo vulvar no inicio
do tratamento e reducdo do volume uterino, a descarga vaginal se torna menos
purulenta e mais mucoide ou sanguinea com a continuidade do tratamento
(SORRIBAS, 2009).

Em alguns paises da Unido Europeia e nos Estados Unidos da América tém
sido realizados alguns estudos que analisam a eficacia da antibioticoterapia aplicada
como tratamento desta patologia. Variados antibioticos tém sido utilizados na terapia
da infeccdo na medicina veterinaria, citando-se penicilinas, aminopenicilinas,
cefalosporinas, macrolidos, lincosamidas, acido-fusidico, tetraciclinas, cloranfenicol,
sulfonamidas potenciadas, aminoglicosideos e fluoroquinolonas. O uso de
antibioticos tem sido associado com um aumento de resisténcia aos antibidticos por
parte de estirpes E. coli multiresistentes (COHN et al., 2003; GUARDABASSI et
al.,2004; SHAHEEN et al.,2008).

E relativamente comum o diagndstico de uma infec¢éo urinaria associada a
piometra canina. No estudo de Kupluli et al. (2009), quatro de oito cadelas com
piometra tinham simultaneamente infec¢do urinaria, tendo sido observada uma
similaridade de 57,14% entre as estirpes bacterianas isoladas a partir do Utero e da
bexiga. No estudo de Fransson (2003), de 79 cadelas das quais E. coli foi isolada a
partir do conteudo uterino, 16 apresentaram infec¢ao urinaria associada. Ambos 0s
autores sugerem que €é mais provavel que o trato urinario seja infectado
secundariamente a piometra, devido a localizagdo anatémica do orificio uretral.

A incidéncia deste tipo de patologia nas comunidades caninas difere
dependendo do pais e da cultura do mesmo. Estudo realizado em uma populacédo de
Beagles, a incidéncia de piometra foi de 15,2% em fémeas com idade superior a
quatro anos de idade (FUKUDA, 2001). Ja Tsumagari et al., (2005) encontrou
incidéncia de 62,5% em fémeas de um a cinco anos e 41,7% em fémeas com mais
de seis anos de idade. Niskanen e Thrusfield (1998) estudaram cées na Finlandia, a
média de idades em que ocorreu piometra foi de nove anos de idade. Outros
estudos demonstram essa variacdo na incidéncia de piometra com médias de idade
de 8,5 anos (PELANDER et al., 2008), 7,9 anos de idade (HAGMAN et al., 2011),
7,1 anos de idade (HAGMAN et al., 2009) e 2,4 anos de idade (FELDMAN;
NELSON, 2004).
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Existem racas com uma predisposicdo mais elevada a ocorréncia dessa
patologia do que outras, sendo que Rottweiler, Sdo Bernardo, Chow Chow, Golden
Retriever, Schnauzer miniatura, Irish Terrier, Airedale Terrier, Cavalier King Charles
Spaniel, Collie de pelo cerdoso e Pastor de Berna, representam as racas de maior
risco (SMITH, 2006).

O agente bacteriano mais comum em situacdes de piometra é E. coli , isolado
de 57-96% dos exsudados uterinos em cadelas com a doenca (HAGMAN et al.,
2006). Porém, outras bactérias apresentam importancia neste tipo de patologia,
como é o caso da Klebsiella, Pasteurella e Staphylococcus (JURKA et al., 2010).

A predominancia de E. coli se deve a habilidade desse patdégeno em aderir a
sitios antigénicos especificos no endométrio estimulado por progesterona. Esses
agentes promovem a liberacdo de particulas das membranas celulares, que
promovem disfuncdo nos neutrofilos e macrofagos, levando a inibicdo ou sintese
excessiva e liberacéo de citocinas proinflamatérias como TNF, IL-1, IL-6, bem como
de mediadores secundarios - radicais livres, 6xido nitroso e prostaglandinas. Este &
um dos mecanismos para 0 aumento da inflamacdo e resposta imunoldgica
(CRANE, 2009).

De acordo com Johnson (2009), as bactérias encontradas no Utero de cadelas
com piometra e nas cadelas saudaveis sdo bactérias que fazem parte da microflora
normal do Utero e vagina. Os micro-organismos predominantemente isolados da
microflora vaginal sdo Estafilococos, Estreptococos (alfa e beta-hemoliticos e nédo-
hemoliticos),  Escherichia  coli, Pasteurella, Proteus, Corynebacterium,
Pseudomonas, Klebsiella, Moraxella, Haemophilus. O Mycoplasma e o Ureaplasma
também estdo presentes na vagina canina, estando o Ureaplasma geralmente
associado a presenca de Mycoplasma (ETTINGER, 1992).

Olson e Mather (1978) ndo detectaram crescimento bacteriano em uteros de
cadelas sadias. Ja Watts et al. (1996) observaram que bactérias foram isoladas em
100% dos casos estudados do utero de cadelas saudaveis (n=12). Os autores
também constataram similaridade com a microflora da cérvix e da vagina e inferiram
gue esse crescimento € decorrente das condi¢cdes propicias para o0 crescimento
encontradas no utero e/ou uma diminuicdo da resposta imunolégica. De maneira
similar, Baba et al. (1983) observaram isolamento de micro-organismos em 62% das
amostras uterinas (n=78) de cadelas saudaveis. Os autores concluiram que o
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contetido vaginal bacteriano frequentemente se desloca para dentro do Utero, mas
somente algumas espécies sobrevivem.

As infeccdes sdo raras em cadelas sadias, porém, quando ocorre queda da
imunidade pode estar associada a casos de endometrite (HIRSH; ZEE, 2003). O
isolamento de micro-organismos da microbiota endégena, geralmente consideradas
de pouca viruléncia, ndo podem ser desprezadas automaticamente como agentes
etiologicos, ao contrario, € possivel que tenham grande importancia clinica. Falhas
ao excluir a microbiota normal durante os procedimentos de analise da amostra

clinica podem levar a necessidade de maior tempo para a andlise, ou ao
fornecimento de dados incorretos ao clinico (SOUZA; SCARCELLI, 2000).

2.5. Infecgdes do trato urinério

Semelhante a infeccdo uterina, as ITUs também sdo usualmente causadas
por bactérias constituintes da microflora intestinal ou do trato urogenital baixo, sendo
E. coli o agente etiologico mais frequentemente associado a essas infec¢fes na
clinica de pequenos animais (CORREIA et al., 2007).

Os processos infecciosos do sistema urinario geralmente se iniciam na uretra
ou na bexiga e por via ascendente podem acometer ureteres e rins ou atingir a
corrente sanguinea. A cistite se desenvolve quando os mecanismos de defesa
falham em combater agentes como bactérias e virus capazes de aderir, multiplicar e
persistir em uma porc¢ao do trato urinario (BARTGES, 2004).

Dentre as infecgbes urinarias bacterianas, as causadas por E. coli
desempenham um papel importante, sendo responsaveis por severas sindromes
gue podem culminar com a morte do animal. As cepas de Escherichia coli
uropatogénicas (UPEC) podem causar dois tipos de infec¢des do trato urinario, as
sintomaticas e as assintomaticas (JOHNSON; RUSSO, 2005).

Os sinais clinicos das infec¢des do trato urinario inferior (uretra e bexiga) sdo
polaciuria, estranguria ou disuria, dor a palpacdo abdominal, turvacéo da urina e/ou
hematuria. As infeccbes do trato urinario superior (ureteres e rins) causam
geralmente manifestagcbes mais severas, como anorexia, letargia, pirexia, hematuria,

septicemia e faléncia renal (BARTGES, 2004). A prevaléncia de infec¢do do trato
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urinario em caes é equivalente a 14% e podem ser manifestadas de forma severa
(CORREIA et al., 2007).

As principais complicacbes causadas pela ITU sdo sintomaticas e incluem
cistite (infeccdo da bexiga), pielonefrite (infeccao renal) e bacteremia (infeccdo na
corrente sanguinea). Para resistir & for¢ca hidrodindmica do fluxo urinério e
estabelecer a infeccdo no trato urinario, E. coli uropatogénicas expressam uma
gama de fatores de viruléncia, citados anteriormente, que séo codificados pelas ilhas
de patogenicidade (LLOYD et al., 2007).

A patogénese da ITU inclui a contaminacdo da area periuretral por E. coli
uropatogénica, seguida pela aderéncia das bactérias as células epiteliais do trato
urinario. As bactérias podem se multiplicar intracelularmente, o que conduz a
esfoliacao e apoptose das células uroepiteliais pela influéncia de adesinas e toxinas.
Esta etapa € seguida por invasao dos tubulos renais e fixacdo nas células do epitélio
renal. Os patdgenos invadem entdo o rim e provocam a destruicdo das células
epiteliais através da liberagédo de toxinas (por exemplo: a-hemolisina). No rim E. coli
uropatogénica pode entrar na corrente sanguinea e iniciar a bacteremia (SMITH et
al., 2008; DHAKAL et al., 2008).

2.6. Alteracdes histopatoloégicas na piometra

As alteracdes histolégicas do Utero devidas a infeccdo sdo geralmente,
representadas pela presenca de neutrofilos que se agrupam no limen uterino e nas
glandulas. Além disso, tém-se os leucocitos que migram para o interior do epitélio.
Em casos mais brandos de infeccdo, verificam-se poucos neutrofilos dentro do
estroma endometrial (SMITH, 2006).

Trata-se de um quadro inflamatorio tipico, pois 0s cornos uterinos encontram-
se distendidos preenchendo grande parte da cavidade peritoneal. Quando em
formas mais graves, apresentam forte odor e aspecto mucopurulento. A
classificacdo de Dow (1959) diz respeito aos estagios da infeccdo, sendo que o grau
| € uma hiperplasia endometrial cistica caracterizada por ndo apresentar nenhuma
reacdo inflamatoria, a hiperplasia endometrial cistica do grau Il estd associada a
infiltracdo de mononucleares. J& a hiperplasia de grau Il possui uma intensidade

variavel, associada a infiltracdo de polimorfos mononucleares e com
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comprometimentos mais severos. A hiperplasia de grau IV esta associada a uma
fibrose do miométrio.

Mais especificamente, o grau | da classificacdo de Dow (1959) refere-se ao
endométrio espessado com alteracdes cisticas, focais ou generalizadas, em nimero
variavel e de conteldo limpido. Estas elevagfes cisticas podem estar presentes em
qualquer ponto do Gtero (CARREIRA; PIRES, 2003). E correspondente a um estagio
de menor complicacdo, ja que trata-se de uma leve hiperplasia endometrial sem
infiltracdo celular em nenhuma das camadas uterinas e sem evidéncias de
inflamacé&o endometrial (DOW, 1959).

O grau Il engloba as alteracbes macroscépicas anteriores com uma alteracéo
da aparéncia do endométrio e das estruturas cisticas. O endométrio revela-se
acinzentado e as alteragdes cisticas, mais opacas. No aspecto histologico, observa-
se infiltracdo linfocitaria, plasmocitaria e macrofagica, concentrada, sobretudo no
estroma superficial, mas podendo estender-se até a zona das criptas, envolver os
vasos sanguineos e infiltrar a camada muscular interna (DOW, 1959). Alguns
estudos sugerem gque a infeccdo bacteriana crénica e subclinica é responsavel pela
infiltracdo intersticial desses trés tipos celulares, sem simultanea inflamacao
neutrofilica (SCHLAFER; GIFFORD, 2008). Neste estagio, a producdo de muco é
intensa formando, por vezes, uma fina pelicula aderente ao endométrio (DOW,
1959).

No grau lll, referente a endometrite aguda, o Utero apresenta-se globulado,
com aumento generalizado das suas dimensdes e cistos disseminados de contetdo
purulento. O endométrio espessado pode conter zonas de atrofia papilomatosa
exuberante e, a sua superficie, podem ser visualizadas areas hemorragicas ou de
ulceracdo. Ao exame microscopico estdo presentes congestdo, edema e infiltracéo
por células polimorfonucleares, sem fibrose (DOW, 1959). Em casos moderados, a
inflamacé&o encontra-se confinada a camada superficial do endométrio (CARREIRA;
PIRES, 2003) e, nos casos mais graves, estende-se a camada basal do endométrio
e, por vezes, ao miométrio (DOW, 1959). A maioria das cadelas com piometra
diagnosticadas encontram-se neste estagio (KIDA et tal., 2009; BIGLIARDI et al.,
2004).

O grau IV, que representa a endometrite cronica, pode evoluir de forma
aberta, sem retencéo do conteudo intrauterino, ou fechada, com retencédo. Na forma

aberta, visualiza-se alteracdo da proporcdo endométrio/miométrio e adenomiose.
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Microscopicamente, encontram-se cistos rompidos e 0 esvaziamento do seu
contetdo no lumen uterino. O infiltrado celular estende-se ao miométrio, que se
pode revelar hipertrofiado e fibrosado. Quando a evolucdo ocorre de forma fechada,
0 Utero apresenta-se macroscopicamente muito distendido pela retencdo do
conteddo e com paredes finas. A superficie do endométrio é acinzentada e
apresenta-se frequentemente ulcerada. Ao exame microscépico notam-se a atrofia
severa da parede, com diminuicdo da espessura do miométrio e do endométrio, por
vezes reduzido a uma Unica camada de células cubicas ou colunares. E frequente o
aparecimento de zonas necrosadas ou ulceradas no endométrio (DOW, 1959). Nao
€ incomum encontrar no mesmo 6rgao e, por vezes até no mesmo corno uterino, a
coexisténcia de hiperplasia e de atrofia. Nestes casos, quase sempre as cadelas
evidenciam sinais clinicos de uma piometra fechada (CARREIRA; PIRES, 2003).
Perante esta situacdo, o grau de hiperplasia devera ser classificado de acordo com o
estagio mais grave (CARREIRA; PIRES, 2005).

Gilbert (1992) referiu-se a piometra como uma interacdo entre o potencial
patogénico das bactérias e as alteracbes endometriais. Dessa forma, o grau de
distenséo das paredes uterinas varia de acordo com a quantidade de exudato, de
aspecto serosanguinolento ou mucopurulento, presente no utero.

A piometra pode ser difusa ou focal, com possivel comprometimento do
epitélio endometrial. Os segmentos uterinos sdo severamente afetados nas formas
nao difusas, caracterizando areas focais, que revelam uma distensao das glandulas
endometriais, alcancando as paredes do miométrio que se encontram edematosas
(PRETZER, 2008).

A hiperplasia endometrial resulta da deformacdo cistica das glandulas
endometriais, com proliferacdo de fibroblastos e reagdo inflamatéria nos casos de
endometrite e piometra (DE BOSSCHERE et al., 2001).

Para auxiliar no diagnéstico da piometra, podem-se avaliar as secrecoes
uterinas, pois essas se encontram alteradas quando ha um processo inflamatério no
utero (LEITNER et al., 2003). As imagens ultrasonograficas também sao Uteis para
distinguir as alteracbes morfolégicas das paredes uterinas. A serosa e a muscular,
guando estdo edemaciadas, podem medir de 2-3mm de espessura. O endométrio
hiperplasico pode alcancar 7-10mm de espessura. Assim, o ultrassom €& uma
importante ferramenta na andlise da extensdo e severidade da piometra (ENGLAND
et al., 2003).
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2.7. Resisténcia antimicrobiana

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos, particularmente a
multirresisténcia, € um sério problema na clinica em medicina veterinaria. Ao lado do
aumento de sua frequéncia e severidade, o desenvolvimento de novos agentes anti-
infecciosos pelas principais companhias farmacéuticas tem diminuido. Isto agrava os
efeitos da resisténcia, tornando-a um dos maiores desafios ao controle das
infeccbes em servicos de saude. Ha uma urgéncia declarada em pesquisas por
novas drogas e no topo de sua lista de prioridades estd a descoberta de novos
quimioterapicos contra E. coli e Klebsiella com resisténcia do tipo ESBL,
Enterococcus faecium vancomicina resistentes, Staphylococcus aureus resistentes a
meticiina (MRSA), Pseudomonas aeruginosa, espécies de Aspergilus e
Acinetobacter baumannii, por serem patdgenos que representam atualmente alto
risco em infecgbes (TALBOT et al., 2006).

Porém, de fundamental importancia, ao lado dos esforcos na busca de novas
drogas, € o0 uso racional das ja existentes. Essa realidade pressupde a necessidade
de estudos continuados sobre a sensibilidade bacteriana, especialmente para E. coli,
visando aperfeicoar os protocolos terapéuticos e investigar a ocorréncia de
linhagens multirresistentes em virtude da possibilidade de transmissao cruzada entre
homens animais (SIQUEIRA et al., 2008).

Guardabassi et al. (2004) citaram varios estudos de resisténcia antimicrobiana
em animais de companhia e associam o aumento do uso de antibidticos com o
aumento da resisténcia. O registro sistematico do consumo de antibidticos ndo é
pratica rotineira em varios paises, fato que dificulta essa correlacdo, porém
resultados significativos foram encontrados em alguns paises como Suica e EUA
abordando este aspecto.

A emergéncia da resisténcia antimicrobiana na bactéria é complexa, e
geralmente envolve a combinacdo de eventos incluindo mutagbes nos genes de
resisténcia, troca de material genético entre micro-organismos e aumento das
pressdes seletivas pelo uso abusivo de antimicrobianos. O principal mecanismo de
transferéncia de resisténcia na familia Enterobacteriaceae é através da transferéncia
de plasmidios de resisténcia entre cepas por conjugacdo. Esses plasmidios sao
moléculas de DNA extragénicos contendo genes de resisténcia antimicrobiana que
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sdo transferidos entre bactérias da mesma espécie ou de espécies diferentes
(NORMAND et al., 2000).

Por razdo da difusao de resisténcia bacteriana, muitas cepas de E. coli ttm se
tornado multirresistentes, isto é, resistentes a mais de trés classes de
antimicrobianos, causando uma séria preocupacdo, principalmente em hospitais e
outras &reas de saude (TONOVER, 2006).

E. coli e outras bactérias Gram-negativas sdo naturalmente resistentes a
antibiéticos como: macrolideos, novobiocinas, rifamicinas, actinomicina D e &cido
fusidico (SCHEUTZ; STROCKBINE, 2005). Em casos de infec¢cdes por estirpes
patogénicas, os antimicrobianos de escolha sdo amoxicilina, amoxicilina - acido
clavulanico, cefalosporinas, aminoglicosideos, cotrimoxazol e quinolonas. No
entanto, a capacidade de E. coli para adquirir genes de resisténcia torna imprevisivel
a determinacé&o da melhor forma de tratamento, de modo que esta deve ser sempre
determinada por testes de susceptibilidade (WHITE et al., 2002).

Grande parte das E. coli (40 a 90%) séo resistentes a ampicilina,
estreptomicina, sulfonamidas e tetraciclinas. Cerca de 15 a 30% das cepas
apresentam resisténcia as cefalosporinas de primeira geracdo, neomicina,
canamicina, cloranfenicol e quinolonas. Os antibidticos com as menores taxas de
resisténcia disponiveis sdo amoxicilina-clavulanato, cefalosporinas de segunda e
terceira geracdo, gentamicina, sulfazotrim, ceftiofur, tobramicina, amicacina, colistina
e polimixina B (HIRSCH; ZEE, 2003).

Os agentes antimicrobianos fluorquinolonas sdo muito utilizados na medicina
humana e veterinaria. A enrofloxacina tem um amplo espectro de acao contra muitas
bactérias gram-positivas e gram-negativas que estdo associadas a infec¢des do
trato urindrio em caes (PLUMB, 1999). O mecanismo primario de resisténcia
bacteriana a antibiéticos fluorquinolonas foi descrito em E. coli como uma mutacao
cromossomal no gene gyrA, que codifica a subunidade A da enzima DNA girase
(COHN et al., 2003).

Cooke et al. (2002) observaram em cepas de E.coli isoladas de cdes com
infeccbes do trato urinario, 53% de resisténcia a enrofloxacina e 47% de
sensibilidade. Observaram também que houve um aumento significativo de
resisténcia, de isolados de E.coli de urina de cdes a enrofloxacina em um hospital
veterinario na Califérnia, e que esse aumento seguiu um aumento no uso de

enrofloxacina.
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Cohn et al. (2003) observaram um aumento significativo na propor¢cao de
isolados bacterianos, de trato urinario de caes, resistentes a enrofloxacina de 1992 a
2001 na Universidade de Missouri nos EUA. Apesar da eficacia desse
antimicrobiano permanecer alta com 80% dos isolados sendo suscetiveis, os dados
mostram que houve um aumento na proporcao de bactérias isoladas resistentes.

Oluoch et al. (2001) isolaram E.coli de 674 caes (urina, pele, trato respiratorio,
ouvido, trato reprodutivo feminino, trato reprodutivo masculino e outros 6rgaos
sistémicos), e observaram 90% de sensibilidade a norfloxacina, 87,5% a
enrofloxacina, 90,7% a gentamicina e 85,9% a amicacina.

Estudos realizados com cadelas com piometra demonstram resultados
variados quanto a resisténcia aos antimicrobianos. Hagman e Greko (2005)
estudaram 80 amostras de E. coli isoladas de cadelas com piometra e verificaram
taxas reduzidas de resisténcia aos antimicrobianos testados: 10% a ampicilina, 8% a
sulfametoxazol, 5% a estreptomicina, 4% a enrofloxacina e a tetraciclina, 2% ao
trimetoprim e auséncia de resisténcia a gentamicina. Siqueira et al. (2008)
observaram taxas elevadas de sensibiidade em cepas de E. coli aos
antimicrobianos ciprofloxacina, norfloxacina e enrofloxacina. A maior sensibilidade
foi encontrada a ciprofloxacina em estudo realizado por Pradhan et al. (2000), ja
Yates (1996) encontrou como antimicrobianos mais eficazes a gentamicina, a
enrofloxacina, a amoxacilina com clavulanato e a cefalexina, ja Franklin e Mdrner
(1996) verificaram 100% de sensibilidade a enrofloxacina.

Kalenski et al. (2012) observaram que os antibiéticos que apresentaram maior
eficacia contra as cepas de Escherichia coli estudadas em 33 cadelas em Sao Paulo
foram a gentamicina, a enrofloxacina, a cefalexina e a associacdo de amoxicilina
com acido clavulanico, nesta ordem.

Diferindo dos estudos citados anteriormente, Lara et al. (2008) verificaram em
testes in vitro que cepas de E. coli isoladas de cadelas com piometra foram
resistentes aos principais antibioticos prescritos pelos médicos veterinarios, que
incluem amoxicilina, ampicilina, cefalexina, cefalotina, ciprofloxacina, enrofloxacina,

gentamicina e norfloxacina.
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2.8. Random Amplified Polymorphic DNA (RAPD-PCR)

Além da compreensdo da interacdo intraespecifica, a caracterizacdo das
cepas € importante na determinacdo de padrdes de similaridade. A avaliacdo da
diversidade dentro de um grupo de estirpes de E. coli requer uma categorizacao
sistematica que permite classificar cepas semelhantes em “clusters” (ABRAHAM,
2011).

Random amplified polymorphic DNA é um método simples de genotipagem
por PCR usando oligonucleotideos curtos de sequéncia aleatéria. As sequéncias
aleatdrias se ligam a locais de iniciacdo aleatorios e amplificam segmentos de DNA
de comprimentos variaveis. Isto resulta num padrdo de pequenos e grandes
fragmentos de DNA. Esses padrfes sao idénticos para as populacdes bacterianas
clonais. O poder discriminatério dessa técnica se da pela utilizacdo de mais de uma
sequéncia de iniciadores. Além disso, a utilizacdo de medidas apropriadas, tais
como uso do mesmo aparelho amplificador, concentracdo de MgCl, 6tima, controles
positivos e negativos adequados e quantificacdo de concentracbes de DNA
permitem a producdo de perfis reprodutiveis em um laboratério (GORDON, 2010;
HADRYS et al., 1992).

Vérios trabalhos de pesquisa relacionam a participacdo de cepas de E. coli
em processo de infec¢do do trato urinario em caes e humanos, além de infeccdes
extra intestinais em humanos (JOHNSON; RUSSO, 2002; SMITH et al., 2007;
ABRAHAM, 2011). H4, entretanto, poucos estudos epidemioldgicos relacionando a
presenca deste patdégeno em animais com piometra, e/ou sua associacdo com
infec¢des urinarias (FILHO, 2008).

Chen et al. (2003) na Australia, Coggan et al. (2004) e Filho (2008) no Brasil
realizaram estudos parciais acerca da caracterizagdo genotipica de amostras de E.
coli isoladas de cadelas com piometra que demonstraram a ampla variabilidade

genética entre as estirpes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Desenho do estudo

Os animais utilizados no estudo eram provenientes de diversas localidades da
cidade de Uberlandia e deram entrada no Hospital Veterinario da Faculdade de
Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia no periodo de agosto
de 2012 a margo de 2013. Foram aleatoriamente selecionadas cadelas que
participavam do Programa de Castragdo (Convenio UFU-Prefeitura Municipal de
Uberlandia) ou com suspeita de piometra.

Os materiais colhidos das cadelas foram urina e conteudo uterino. No total,
foram coletadas 52 amostras da musculatura e contetdo purulento de uteros e 35
amostras de urina de cadelas com diagndstico de piometra. De cadelas sadias foram
coletadas 49 amostras por meio de swabs dos cornos uterinos. Todas as amostras
foram identificadas quanto a origem em relacédo ao animal, como idade, raca e sinais
clinicos.

O conteudo uterino das cadelas com e sem piometra foi submetido ao cultivo
bacteriano. Os fragmentos da musculatura uterina dos animais com piometra foi
também submetido a analise histopatolégica para avaliar o grau de lesdo que o
agente etiolégico causou sobre o 6rgdo. As amostras de urina foram utilizadas para
avaliacdo da presenca de E. coli.

A patrtir do isolamento de E. coli, foram realizados testes bioquimicos para a
identificacdo da espécie. As cepas que confirmaram positividade para E. coli foram
avaliadas quanto a sensibilidade aos antimicrobianos e a presenca de genes de
viruléncia por meio de PCR (polimerase chain reaction). A analise filogenética entre
os isolados foi realizada pela técnica de RAPD-PCR.

Os outros micro-organismos isolados foram caracterizados quanto ao género.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais
(CEUA), sob o nimero 046/13.
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3.2. Coleta das amostras

Para os animais doentes (com piometra), no momento da cirurgia (ovario -
salpingo - histerectomia), o utero foi retirado do animal e o contetudo purulento foi
aspirado com auxilio de seringa e agulha de grosso calibre (Figura 1), ja a urina foi
coletada por meio da técnica de cistocentese. Todas as amostras foram
armazenadas em caixa isotérmica contendo gelo e transportadas ao laboratorio para
posterior processamento. O tempo maximo gasto da colheita de todas as amostras
até o inicio das analises foram de quatro horas.

Os fragmentos histopatologicos de 2cm? foram coletados com auxilio de
bisturi e acondicionados em frascos contendo Formol a 10% (Synth®), para posterior

avaliacao.

Figura 1: Coleta de amostra através de aspiragdo do contetdo purulento do Gtero das cadelas com

piometra para analise microbiolégica.

Quanto aos animais sadios, 0s Uuteros retirados dos animais foram
acondicionados em sacos plasticos estéreis e mantidos sob refrigeracdo em caixa
de isopor com gelo até a sua andlise. No laboratério, a coleta do material foi feita
com auxilio de swab estéril passado ao longo de toda extensdo da mucosa uterina

de ambos os cornos.

3.3. Isolamento e Identificacao

O processamento das amostras foi realizado no Laboratério de Epidemiologia
Molecular da Faculdade de Medicina Veterindria da Universidade Federal de
Uberlandia. Todos o0s procedimentos microbiolégicos e moleculares foram
conduzidos em paralelo com a cepa controle de Escherichia coli (ATCC 25922)
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(Microbiologics®).

As amostras dos animais com piometra coletadas na seringa foram
transferidas para tubos de ensaio estéreis. As analises foram realizadas conforme
Coggan (2005). As amostras colhidas foram cultivadas em trés meios de cultura
distintos: agar sangue de carneiro (5%) (Oxoid ®), 4gar MacConkey (Oxoid ®) e
caldo BHI (Brain and Heart Infusion).

O cultivo direto foi realizado em agar sangue de carneiro (5%) (Oxoid ®) e em
agar MacConkey (Oxoid ®), por meio de semeadura por esgotamento nas placas de
Petri com auxilio de alga de platina.

Ja o cultivo com pré-enriquecimento foi feito em caldo BHI (Brain and Heart
Infusion) (Oxoid®). Para isso, swab estéril contendo as amostras de Uteros sdos e
com piometra foram inoculados em tubos contendo 5mL do caldo e incubadas a
36°C durante 24 a 48 horas. As amostras inoculadas no caldo BHI, também foram
semeadas nos dois agares descritos anteriormente.

A identificagdo dos micro-organismos isolados foi realizada por testes
bioquimicos usando um Kit comercial para identificacio de enterobactérias
(Laborclin®) que utiliza cinco meios de cultura e fornece resultados para dez
reacfes bioquimicas diferentes. As especificacbes de cada prova bioquimica
realizada com o kit comercial estdo descritas na Tabela 1. As andlises foram feitas
de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Das amostras com crescimento bacteriano, mas sem a identificagdo de E.
coli, as colénias foram submetidas a coloracdo de Gram com o objetivo de
caracterizar cada cepa morfologicamente. Para isso, foi utilizado um conjunto de
reagentes para coloracdo de Gram (Laborclin®) contendo solugbes de corante
Violeta Genciana, Fucsina, fixador Lugol e descorante a base de alcool-acetona. O
procedimento foi efetuado de acordo com as recomendacdes do fabricante.

Para a conservacao dos isolados, as amostras com crescimento bacteriano

foram estriadas em Agar nutriente (Oxoid ®) e mantidas a temperatura de 4°C.
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Tabela 1: Meios de cultura® e provas bioquimicas usadas para identificacdo das espécies de

enterobactérias lactose positivas.

Meio de Cultura

Rugai

LMI

MIO

Rhamnose

Citrato

Provas Bioquimicas

Producéo de triptofano

Fermentacgdo da glicose

Producéo de gés a partir
da glicose

Producéo de gés
sulfidrico

Uso da lisina

Uso da ornitina

Motilidade

Producéo Indol

Uso da rhamnose

Uso do citrato como
Unica fonte de carbono

Resultado Positivo

Cor verde garrafa no
apice do tubo

Cor amarela no fundo
do tubo

Bolhas com
intensidade variavel no
interior do meio;
Cor negra de
intensidade variavel no
fundo do tubo
Cor que passa do
amarelo ao purpura no
meio
Cor que passa do
amarelo ao purpura no
meio
Crescimento difuso
com turvacao total ou
parcial do meio

Anel vermelho;
Cor amarela com
turvacdo do meio

Crescimento no meio
e/ou desenvolvimento
de coloracéo azul

Resultado negativo

Mantém-se a cor
original do meio (verde
azulado) no apice do
tubo
O fundo do tubo
mantém a cor original
do meio (verde azulado)

Mantém-se integro.

Coloragao diferente da
anterior mencionada

Coloracéo amarela no
meio

Coloracéo amarela no
meio

Crescimento restrito a
linha de picada.

N&o se desenvolve
coloragdo no reagente.
Mantém sua coloragéo

original e com
crescimento (turvacao)
Coloracéo inalterada e
sem sinais de
crescimento

' Kit para identificacéo de enterobactérias (Laborclin®)

3.4. Suscetibilidade aos antimicrobianos

As cepas

identificadas como

E. coli

foram submetidas ao teste de

sensibilidade aos antimicrobianos pelo método de difusdo de disco, utilizando

protocolo recomendado pelo National Commitee for Clinical Laboratory Standards

(NCCLS, 2002).

Os isolados foram estriados em placas contendo agar triptona de soja (TSA)

(Oxo0id®) e incubados a 37°C por 24 horas. Trés a cinco colbnias puras, bem
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isoladas, de mesmo tipo morfolégico foram selecionadas da placa e transferidas
para um tubo contendo 5mL de NaCl 0,85% (Synth). A turbidez foi ajustada com
salina estéril de modo a obter turbidez 6ptica comparavel a solucdo padrao de
MacFarland a 0,5, que corresponde aproximadamente de 1 a 2 x 10® UFC.mL. Em
seguida, os in6culos foram semeados com auxilio de swabs estéreis em toda a
superficie do &gar Mueller Hinton (MH) (Difco®). As placas permaneceram
entreabertas por 5 a 15 minutos, a temperatura ambiente, para que o indculo fosse
completamente absorvido pelo agar antes da aplicacéo dos discos.

Apés absorcao, foram adicionados os seguintes discos de antimicrobianos:
acido nalidixico (NAL 30ug), cefoxitina (CFO 30 ug), norfloxacina (NOR 10 ug),
ampicilina (AMP 10ug), gentamicina (GEN 10ug), tetraciclina (TET 30ug),
sulfonamida (SUL 300ug), cloranfenicol (CLO 30ug), eritromicina (ERI 15uQ),
ciprofloxacina (CIP 5ug), neomicina (NEO 30ug), enrofloxacina (ENO 5ug) e ceftiofur
(CTF 30ug) (Laborclin®).

As placas foram incubadas a 37°C em aerobiose por 18 a 20 horas, e ap0s,
os diametros dos halos de inibicdo (em milimetros) foram medidos. Seguindo os
critérios de interpretagcdo dos diametros dos halos os micro-organismos foram
classificados como sensivel (S), intermediario (I) ou resistente (R) ao antimicrobiano
testado.

3.5. Genes de viruléncia

Para a extracdo do DNA foi utilizado o kit DuPont™ PCR Reagent, que
contém reagentes para extracdo do DNA (tampdo fosfato e protease). Os
procedimentos foram realizados de acordo com as orientagcdes do fabricante. Trés
coldnias puras de E. coli foram inoculadas em tubos contendo 5 mL de caldo BHI
(Oxo0id®) e incubadas por 24 horas a 36°C. Em seguida, 2mL das culturas foram
transferidos para microtubos (Bioexpress, USA) e centrifugados (Cientec®) a
12000.g por 5 minutos para a formacgéo de um pellet. Foi descartado o sobrenadante
e ao pellet foi adicionado 200 pL de tampéo fosfato e 2,5 pyL da solugéo de protease
(DuPont™ PCR Reagent). Essa mistura foi aquecida a 37°C por 20 minutos e a
95°C por 10 minutos em termociclador (Eppendorff®) e transferida para bloco de

resfriamento (2°C a 8°C) durante 5 minutos para obtencéo do DNA.
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A quantificacdo do DNA foi feita através do aparelho Nanodrop (Thermo
Scientific®) em comprimento de onda de 260nm, observando sempre a relagao
260/280 a fim de verificar a integridade do DNA (relacao entre 1,8-2,0).

Os pares de iniciadores descritos na Tabela 2 foram utilizados na analise dos
fatores de viruléncia relacionados a aderéncia e a producdo de toxinas. O controle
positivo de E. coli (ATCC 25922) foi usado em todas as reacbes de amplificacéo,
bem como um controle negativo, composto por agua ultrapura estéril, adicionada a
mistura de reacao, em substituicdo ao DNA.

Para a amplificacdo dos genes sfa, pap, hly e cnf, o volume final para a
reacao de amplificacédo (50uL) foi composto por 50ng da solugcéo de DNA bacteriano
e pelos reagentes: 10mM de Tris-HCL; 50mM de KCI; 200uM de cada
desoxinucleotideo trifosfatado (DNTP); 1,5mM de MgCl,; 20 picomoles para os
primers sfa, pap e cnf e 30 picomoles para os primer hly, 0,2U de Taq DNA
polimerase (Invitrogen®). Cada gene foi estudado separadamente nas reagdes. A
amplificacdo foi realizada em termociclador (Eppendorff®), obedecendo aos
seguintes ciclos: 1 ciclo inicial a 95°C por 5 minutos; 35 ciclos de amplificacéo,
constituidos de 3 etapas: desnaturagdo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 55°C por
1 minuto e extensdo a 72°C por 1 minuto; completando com mais 1 ciclo de
extenséo final a 72°C por 5 minutos (VON SYDOW, 2005).

Para o gene afa, a solucdo de amplificacao constituiu de 10mM de Tris-HCL;
50mM de KCI, 2,0mM MgCl,, 200uM de cada desoxinucleotideo trifosfatado
(DNTP), 30 picomoles do primer, 1U de Taqg, 70ng de DNA e um volume final de
30uL. A amplificacéo foi realizada em termociclador (Eppendorff®), obedecendo aos
seguintes ciclos: 1 ciclo inicial a 94°C por 10 minutos; 30 ciclos de amplificacéo,
constituidos de 3 etapas: desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 76°C por
1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos; completando com mais 1 ciclo de
extenséo final a 72°C por 7 minutos (SIQUEIRA, et al. 2008).
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Tabela 2: Primers para identificacdo dos genes de viruléncia pap, hly, cnf, sfa e afa em

Escherichia coli.

Genes Sequénciab’ - 3’ Peso Molecular Referéncia
pap-1 GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT

336 pb Yamamoto et al. (1995)
pap-2 AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA
hly-1 AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGCT

1177 pb Yamamoto et al. (1995)
hly-2 ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA
cnf-1 AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG

498 pb Yamamoto et al. (1995)
cnf-2 CATTCAGAGTCCTGCCCTCATTATT
sfa-1 CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC

410 pb Yamamoto et al. (1995)
sfa-2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA
afa-1 GCTGGGCAGCAAACTGATAACCTC

750 pb Siqueira et al. (2008)

afa-2 CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG

Os produtos amplificados (8uL) foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose a 1,5%, utilizando o tampé&o de corrida TBE 0,5x (Invitrogen®) e como
padrdo de peso molecular o marcador de 100pb (Invitrogen®). Ap6s 90 minutos de
corrida & 100W de poténcia , 100V de voltagem e 100A de corrente elétrica, o0s géis
de agarose (Afllymetrix®) foram corados pela solugcdo de SYBR® Safe DNA gel stain
(Invitrogen®) e visualizados sob luz UV, no transiluminador (Loccus Biotecnologia).

3.6. Similaridade entre os isolados pela técnica de amplificacdo aleatoria do
DNA polimorfico (RAPD-PCR)

A avaliagéo da proximidade genética entre os isolados de E. coli foi realizada
pela técnica de RAPD-PCR (Random Amplification of Polymorphic DNA), conforme o
protocolo descrito por Hopkins e Hilton (2001) com modificacdes.

Os iniciadores (primers) descritos na Tabela 3 foram usados na determinacao
do nivel de similaridade entre os isolados de um mesmo animal e na comparacao

com os isolados de outros animais.
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Tabela 3: Primers utilizados no RAPD-PCR dos isolados de Escherichia coli.

Primers Sequénciab > 3’ Referéncia

1247 AAGAGCCCG
Hopkins e Hilton (2001)
1290 GTGGATGCGA

O volume final para a reacédo de amplificacao (25uL) foi composto por 20ng da
solucdo de DNA bacteriano e pelos reagentes: 10mM de Tris-HCL; 50mM de KCI;
10mM de cada deoxinucleotideo trifosfatado (DNTP); 1,5mM de MgCI2; 100
picomoles de cada primer, 1,25U de Taq DNA polimerase (Invitrogen®). Cada
sequéncia foi estudada separadamente nas reacdes. A amplificagéo foi realizada em
termociclador (Eppendorff®), obedecendo aos seguintes ciclos: 1 ciclo inicial a 94°C
por 4,5 minutos; 5 ciclos de amplificacdo com 3 etapas: 94°C por 30 segundos, 22°C
por 1 minuto, 72°C por 2 minutos; 35 ciclos de amplificacdo, constituidos de 3
etapas: 94°C por 30 segundos, 28°C por 30 segundos, 72°C por 3 minutos, e um
ciclo de 72°C 5 minutos (HOPKINS; HILTON, 2001).

A separacdo dos produtos amplificados (8uL) foi feita por eletroforese em gel
de agarose a 1,5% (Affymetrix®), utilizando o tampdo de corrida TBE 0,5x
(Invitrogen®) e como padrao de peso molecular o marcador de 100pb (Invitrogen®).
Os géis de agarose foram corados e visualizados conforme descricdo anterior.

Para verificar a similaridade entre as cepas, 0s géis com 0s produtos
amplificados foram levados ao aparelho de captacdo de imagens (Loccus
Biotecnologia) e a andlise computacional foi realizada no Programa GelCompar |l
(Comparative Analysis of Electrophoresis Patterns), versdo 1.50, Applied Maths
Korthrijk, Belgium. As bandas de fraca, média e forte intensidade captadas pelo
programa foram consideradas na analise e a matriz de similaridade foi obtida por
comparacao entre pares de cepas usando o coeficiente de similaridade de Dice,
adotando-se 1% de tolerancia, para cada primer separadamente. A analise final foi
baseada na média de experimentos (average from experiments). Foi utilizado o
método UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic mean) para a

construcdo do dendrograma, englobando todas as cepas estudadas.
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3.7. Andlise Histopatoldgica

Para a confeccao de laminas histoldgicas fragmentos com tamanho de 2cm?2
foram colhidos através da seccao transversal do terco médio de ambos 0s cornos
uterinos com piometra e conservados em formol 10%. Apds o periodo de 48 horas
as amostras foram processadas segundo Tolosa et al. (2003), seccionadas no
tamanho de 5um e coradas por hematoxilina e eosina (Limpex®).

A interpretacdo dos achados histolégicos foi realizada conforme a
metodologia adaptada de Dow (1959) que compreende a classificacdo das
alteracdes histologicas de acordo com o grau de comprometimento celular, aspecto
e tipos de células inflamatorias (Tabela 4).

Tabela 4: Classificacdo das alteragcdes histolégicas de acordo com o grau de

comprometimento celular, aspecto e tipos de células inflamatoérias.

Grau Alteracéo Aspecto Células Caracteristicas
I Sem Leve Infiltrado Polimorfo Células inflamatorias
Infiltrado caracterizacao inflamatério Nucleares na mucosa e muscular

inflamatério  de hiperplasia

1 Hiperplasia leve  Leve Infiltrado Linfocitos Infiltrado inflamatério
Leve inflamatério plasmécitos na mucosa
neutréfilos
11 Dilatagéo cistica Infiltrado Neutrofilos e Congestéo e
Moderada das glandulas inflamatério macréfagos hemorragia difusa
endometriais difuso e moderada
acentuado
Y] Dilatagéo cistica Eosinofilico Neutrofilos Infiltrado inflamatdrio
Acentuada das glandulas amorfo Linfécitos Com focos
endometriais Plasmécito hemorragicos

Fonte: Dow (1959) adaptada.

Como controles foram utilizados fragmentos de cornos uterinos colhidos de
cadelas que néo apresentaram nenhum tipo de alteracdo macroscopica no utero

(hiperemia, espessamento da parede uterina e presenca de exsudato).
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3.8. Andlise dos Resultados

Todos os resultados foram tabulados e submetidos a estatistica descritiva,
com o célculo dos percentuais de isolamento, resisténcia aos antimicrobianos,
presenca de genes de viruléncia e grau de alteracdo histoldégica provocada pelas

estirpes de E. coli.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Ocorréncia de Escherichia coli em cadelas com piometra

Das 52 cadelas avaliadas foram colhidas 87 amostras, sendo 52 do contetdo
purulento no Utero e 35 de urina. O menor nimero de amostras de urina esta
relacionado ao fato de que em 17 animais nao foi detectada a presenca de urina no
interior da bexiga. A auséncia de urina nesses animais pode ser justificada por dois
motivos, relacionado ao jejum em que o animal é exposto antes do procedimento
cirirgico e pelo uso de anestésicos na cirurgia que promove o relaxamento do
musculo esfincter com consequente liberacéo da urina.

Dentre as amostras analisadas, obteve-se crescimento bacteriano em 46/87
(52,9%), sendo 36/52 (69,2%) provenientes do contetdo uterino e 10/35 (28,6%) de
urina. Quanto a positividade para E. coli, observou-se que 25/36 (69,4%) amostras
do conteddo purulento e 7/10 (70,0%) amostras de urina apresentaram 0 agente
(Tabela 5).

Tabela 5: Cultivo bacteriano de amostras de conteddo uterino e urina de cadelas com
piometra, atendidos no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria da

Universidade Federal de Uberlandia entre agosto de 2012 a margo de 2013.

Amostra Numero amostras  Crescimento bacteriano  Positividade para E. coli
N (%) N (%) N (%)
Piometra 52 (59,8) 36 (78,3) 25 (78,1)
Urina 35 (40,2) 10 (21,7) 7 (21,9)

Total 87 (100,0) 46 (100,0) 32 (100,0)
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A elevada ocorréncia de E. coli em piometra observada neste estudo, que
identificou o micro-organismo em 25/36 (69,44%) das amostras com crescimento em
meios de cultura, corrobora com a afirmativa que este € o micro-organismo mais
prevalente em piometra canina (HAGMAN, KUHN, 2002; DABROWSKI et al.,2009;
PEREIRA, 2011; KALENSKI et al. 2012).

Estudo realizado por Pereira (2011) isolou em sete animais de um total de
12, E. coli no seu contetdo uterino, correspondente a 58% do total. De forma
semelhante, Wheaton et al., (1989), avaliaram 47 cadelas das quais 66%
apresentaram positividade para E.coli. Kalenski et al. (2012) avaliaram 33 fémeas
caninas do Hospital Veterinario de S&o Paulo e o principal agente identificado na
piometra foi a E. coli, encontrada em 57,57% dos casos.

Outros autores observaram indices ainda mais elevados de positividade para
E. coli, aproximados a 80%, em amostras de cadelas com a patologia (DABROWSKI
et al., 2009) e Coggan et al. (2004) encontraram positividade de 79%.

Filho (2008) avaliou 32 cadelas com piometra em Sao Paulo e observou
crescimento bacteriano em 27 (84%) amostras de pus e sete (22%) amostras de
urina. O autor detectou a presenca de E. coli em 25 amostras do contetdo purulento
€ apenas uma amostra positiva para este agente na urina.

Estudo realizado na India por Bassessar et al. (2013) com 20 cadelas com
piometra obteve positividade para E. coli em nove (45,0%) amostras de conteudo
uterino, quatro (20,0%) para Salmonella, duas (10,0%) para Pseudomonas, trés
(15,0%) para Staphylococcus. Duas amostras (10,0%) mostraram infeccdo mista,
com isolamento de E. coli e Staphylococcus.

E possivel que a incidéncia de E. coli como agente etiolégico de piometras
possa ser ainda maior que os 69,44r% observados neste estudo. Isso pode ter
ocorrido pela utilizacdo de antimicrobianos antes da cirurgia como profilatico de
outras infecgcbes que pode ter contribuido para a inviabilidade da bactéria no
laborat6rio. Somado a isso, a auséncia de crescimento bacteriano também pode
estar relacionado a inviabilidade da bactéria para o crescimento in vitro, causada
pela acao das células do sistema imune do hospedeiro (SMITH, 2006).

A presenca de E. coli foi encontrada em 69,5% (32/46) das cadelas que
apresentaram crescimento bacteriano, considerando-se amostras de pus ou urina.
Animais que apresentaram positividade na urina mantiveram esse padrdo nas

amostras do conteudo uterino, com excec¢ao do animal numero 20 cujo o agente foi
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isolado somente na urina. Portanto, seis caninos possuiam cepas de E. coli em
ambos os locais investigados, o que faz sugerir que possa haver uma interligagao
entre a cistite e a piometra, que pode ser atribuida a uma mesma origem.

Wadas et al. (1996) analisaram as caracteristicas de E.coli isoladas de
contetdo uterino de cadelas com piometra e do trato urinario das mesmas e
verificaram uma elevada similaridade entre elas, 88% dos casos. Os autores
concluiram que a E. coli associada com piometra canina, seria oriunda da infeccéo
do trato urinario, tendo em vista que as cepas isoladas possuiam uma alta
proximidade genética.

A colonizagdo da vagina, principalmente a area em volta da abertura uretral,
aumenta a oportunidade da bactéria de entrar no sistema urinario. Normalmente a
maior parte dos nichos disponiveis estd ocupada por microflora residente,
principalmente lactobacilos, e qualquer desequilibrio dessa microbiota significa uma
oportunidade para a colonizacdo do trato vaginal por E.coli ou outros patégenos
potenciais (SAYLERS; WHITT, 2002).

O potencial de sobrevivéncia de E. coli na mucosa intra-uterina e no trato
urinério esta associado a capacidade de adesdo nas células de revestimento desses
tratos, de forma a inibir sua eliminacdo pela motilidade natural ou pela acéo
mecanica da urina (MURRAY et al., 1998).

A ligacdo de E. coli esta associada tanto a presenca de caracteristicas de
viruléncia quanto ao ciclo estral. Alguns estudos apontam que a fase diestral
favorece de forma significativa na fixacdo e na multiplicacdo desse agente no
endométrio (ISHIGURO et al. 2007; ARORA et al. 2006).

Durante o diestro em fémeas caninas, a progesterona produzida pelo corpo
lGteo ovariano age sobre o Utero e estimula o crescimento e a atividade secretéria
das glandulas uterinas, promovendo assim a hiperplasia endometrial cistica. O
endométrio torna-se cistico e espessado, proporcionando o acumulo de fluidos e
bactérias nas glandulas endometriais e luz uterina, favorecendo a colonizagéo
bacteriana por via ascendente e o aparecimento da piometra. Além disso, a
progesterona promove reducdo da resposta leucocitaria e das contracdes uterinas,
que sdo mecanismos de defesa do organismo (ENGLAND et al., 2007).

A variacdo na adaptacdo de E. coli ao periodo estral promove também
alternancia na expressao de genes que favorecem a adesao da bactéria na mucosa

uterina. Assim, a presenca do micro-organismo acaba nao induzindo uma resposta
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imunoldgica eficiente. Dessa forma, dependendo da fase do ciclo em que o animal
se encontra, h4 uma maior predisposicdo ao desenvolvimento da infeccéo
(KREKELER et al., 2012).

Além disso, a utilizacdo de injecdes abortivas ou a administracdo de
estrogénio ou progesterona de forma exdgena caracterizam pontos importantes na
manifestagdo da doenca (HEDLUND, 1999). Estes fatores favorecem na habilidade
desse agente em aderir a sitios antigénicos especificos no endométrio estimulado
por progesterona e no miométrio (GROOTERS, 1994).

Logo, a ocorréncia da E. coli observada neste trabalho pode ser explicada
pela afinidade que esta bactéria possui pelo epitélio do trato urindrio e endométrio
durante a fase de dominancia da progesterona, somada a presenca do precipitado
bacteriano que favorece a colonizagao uterina, levando a piometra canina, conforme
descrito por Concannon e Verstegen (2005).

A Tabela 6 demonstra caracteristicas referentes a raca e a idade dos animais
estudados. Foi possivel constatar que 38,5% (10/26) dos animais eram sem raca
definida, 19,2% (5/26) pertenciam a raca Poodle, 11,5% (3/26) eram Pitt Bull, 11,5%
(3/26) Rottweiller, 7,7% (2/26) Basset Hound, 3,8% (1/26) da raca Shar pei, 3,8%
(1/26) Pintcher e 3,8% (1/26) Akita. A idade dos animais variou de um a 14 anos,
com média de 8,6 anos, e 80,8% (21/26) das cadelas com idade superior a seis
anos.

A elevada porcentagem de cdes sem raca definida pode ser justificada pelo
fato de que parte dos usuarios do Hospital Veterinario serem pessoas de baixa
renda. Esse mesmo argumento também foi utilizado por Coggan (2005). Além disso,
no Brasil ha uma maior tendéncia na adocdo de cdes sem raca determinada
(ALBUQUERQUE, 2010). Pereira (2011) ndo determinou valores, mas também
observou uma elevada porcentagem de animais sem raca definida ao estudar 12
animais com piometra em Portugal.

O predominio nas racas Poodle, Pitt Bull e Rottweiler faz sugerir que
determinadas racas podem estar mais predispostas ao desenvolvimento da
piometra. Essa predisposicdo em Rottweiler e Pitt Bull ja foi relatada anteriormente
(ALBUQUERQUE, 2010; SMITH, 2006; FELDMAN; NELSON, 2004).

Varios autores afirmaram que a piometra ocorre em todas as racas e, embora
possa ocorrer em cadelas com um ano de idade, esse complexo é observado com

maior frequéncia em animais acima dos seis anos (COGGAN, 2005, KUPLULU et
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al., 2009; WHITEHEAD, 2008; ALBUQUERQUE, 2010). Uteros de cadelas que
tiveram varios ciclos estrais encontram-se predispostos ao estabelecimento de
infeccdo uterina devido a maior probabilidade de apresentarem alteracbes

predisponentes ao desenvolvimento da piometra (KUSTRITZ, 2005).

Tabela 6: Caracterizacdo dos animais com piometra® que apresentaram positividade para E.
coli, atendidos no Hospital Veterindrio da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Uberlandia entre agosto de 2012 a marco de 2013, Uberlandia,
MG.

Animal Piometra Urina Idade (anos) Raca
03 + - 10 Poodle
04 + - 1 Sem raca definida
06 + + 14 Sem raca definida
07 + - 10 Pitt Bull
09 + - 4 Shar pei
10 + - 11 Sem racga definida
11 + - 10 Rottweiller
12 + + 8 Pintcher
13 + - 10 Poodle
18 + - 6 Basset Hound
19 + - 9 Poodle
20 - + 7 Sem raca definida
21 + - 8 Akita
22 + - 1 Sem raca definida
24 + + 12 Sem racga definida
27 + - 4 Sem raca definida
29 + - 8 Pitt Bull
31 + - 9 Pitt Bull
32 + - 11 Poodle
33 + + 8 Sem raca definida
37 + - 9 Rottweiller
39 + - 11 Sem raca definida
43 + + 10 Rottweiller
44 + + 10 Basset Hound
49 + - 11 Poodle
52 + - 13 Sem raca definida

! resultados provenientes de amostras de 52 animais. +: amostras positivas para E. coli; -: amostras

negativas para E. coli.
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A utilizacdo do Agar MacConkey e do Agar Sangue nio apresentaram
diferencas nas quantidades de isolados de E. coli, ja que ambos favoreceram o
crescimento da bactéria, foi o que ocorreu nas 32 (100%) amostras positivas (Figura
2). Porém, o Agar Sangue ofereceu melhores condicdes para o crescimento de
outras bactérias, uma vez que a formacao de colbnias foi detectada em 46 (100%)
amostras, ja no Agar MacConkey houve positividade em somente 41 (89,1%).

Essa diferenca esta associada ao fato de o Agar Sangue beneficiar o
crescimento da grande maioria das bactérias Gram positivas e negativas bem como
de algumas leveduras. Diferentemente, o Agar MacConkey € um meio seletivo e
diferencial empregado no isolamento de bactérias Gram negativas (COGGAN et al.,

2004), favorecendo o crescimento de um menor nimero de micro-organismos.

Figura 2: Crescimento bacteriano de amostras de cadelas com piometra em Uberlandia. 2a -

Formacéo de colonia em Agar MacConkey. 2b - Formagéo de colbénia em Agar Sangue.

Considerando-se as amostras de urina e contetudo uterino de cadelas com
piometra em que houve crescimento bacteriano, somente 30,4% (14/46) ndo eram
positivas para E. coli. Dentre essas cepas, foi possivel identificar duas espécies:
Enterobacter aerogeneses em duas cadelas e Morganella morganii em um animal,
todas em amostras de conteudo uterino.

Enterobacter aerogeneses também foi isolado na cultura de contéudo uterino
de um animal em estudo realizado por Pereira (2011). O autor ainda relata que esse
agente ndo é comum em casos de piometra canina.

A identificacdo de Morganella morganii em um animal sugere que a infeccao
uterina nesse animal pode ser oriunda de uma contaminacdo fecal, jA que essa

espécie ocorre com alta frequéncia em fezes de cées e apresenta caracteristica de
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invasora oportunista (JAWETZ, et al.,, 1982). Coggan et al. (2008) registraram a
presenca desse micro-organismo em duas das 197 amostras do contetdo uterino de

cadelas em que houve crescimento bacteriano.

4.2. Crescimento bacteriano em cadelas sadias

Do total de 49 animais saudaveis avaliados, constatou-se crescimento de
micro-organismos em 28/49 (57,1%) das amostras. A partir das analises realizadas
pode-se observar a presenca de micro-organismos de morfologias variadas, mas a
identificacdo bioquimica demonstrou que ndo havia positividade para E. coli (Tabela
7).

Tabela 7: Caracterizagdo de micro-organismos encontrados em uteros de cadelas sadias
atendidas no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade
Federal de Uberlandia entre 14/08/2012 a 18/03/2013, Uberlandia, MG.

NUimero de amostras

Micro-organismos

N (%)
Bacilos Gram-negativos 3(10,7)
Cocos Gram-negativos 3(10,7)
Bacilos Gram-positivos 7 (25,0)
Cocos Gram-positivos* 15 (53,6)
Total 28 (100)

N: ndmero de animais positivos; %: porcentagem referente ao total de 28; *: apresentaram
positividade no teste de catalase.

Houve maior niumero de isolamentos de cocos gram-positivos, equivalente a
53,6% (15/28) dos quais todos foram catalase-positivos, seguido por bacilos gram-
positivos (25,0%) e por cocos e bacilos gram-negativos, com 3/28 (10,7%), cada.
Como o0s cocos gram-positivos apresentaram na coloracdo de gram na forma de
cocos aos pares, em cachos de uva ou agrupados e foram todos catalase positivos,
podemos classifica-los no género Staphylococcus (LEVY, 2004).

Resultados semelhantes foram encontrados por Baba et al. (1983) que
detectaram o crescimento microbiano em 48/78 (61,5%) amostras de Utero de
cadelas sadias. Desse total, os autores nao identificaram patdgenos na maioria das
amostras positivas. Diferentemente, Maksimovic et al. (2012) e Olson e Mather
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(1978) detectaram a presenca de agente microbiano em amostras de Utero de
cadelas s&s em apenas um animal de um total de cées equivalente a 40 (2,5%) e 22
(4,5%), respectivamente.

A auséncia de isolamento de E. coli nos Gteros sadios permite inferir que

provavelmente esse agente esté ligado com os casos de piometra canina.

4.3. Perfil de susceptibilidade antimicrobiana

Para animais ja diagnosticados com piometra e em estagios mais avancados,
que incluem sepse, sepse grave e choque séptico, quanto mais precoce for o inicio
da terapia com antimicrobiano adequado, melhor sera o prognéstico do paciente. Ha
evidéncias de que o ajuste da terapia de acordo com o perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos permite a utilizacdo da droga ideal para o combate do agente.
Também é conhecido que o uso de drogas antimicrobianas inadequadas coloca em
risco a eficacia no tratamento e aumenta a letalidade dos pacientes. O beneficio &
ainda maior quando a administracdo de tratamentos adequados € precoce (KUMAR
et al., 2006).

A emergéncia da resisténcia antimicrobiana bacteriana €& complexa, e
geralmente envolve a combinacdo de eventos incluindo mutagbes nos genes de
resisténcia, troca de material genético entre micro-organismos e aumento das
pressodes seletivas pelo uso abusivo de antimicrobianos (NORMAND et al., 2000).

O uso indiscriminado de antibiéticos, bem como o seu uso indevido, podem
aumentar a selecdo de estirpes multirresistentes, dificultando o tratamento da
piometra canina. Os estudos de vigilancia bacteriologica sdo de validade temporal
devido a capacidade das bactérias desenvolverem mecanismos de resisténcia aos
antibiéticos. Portanto, a continuacdo de estudos de susceptibilidade de E. coli séo
necessarios para otimizar o protocolo terapéutico da piometra e outras infeccdes
causadas por esta bactéria (SIQUEIRA et al., 2008).

Este estudo demonstrou que os indices de resisténcia em E. coli isoladas de
conteudo purulento de piometra canina variou de acordo com o antimicrobiano. As
drogas a que os isolados mostraram maior sensibilidade foram ceftiofur,
gentamicina, enrofloxacina, norfloxacina, cefoxitina e ciprofloxacina, com 100% das
cepas sensiveis, seguidas dos antimicrobianos neomicina (96,9%), cloranfenicol

(93,7%), tetraciclina e &acido nalidixico (84,4%). As maiores porcentagens de
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resisténcia foram encontradas para os antibidticos eritromicina (100%), ampicilina
(34,4%) e sulfonamida (25,0%) (Tabela 8).

Tabela 8: Perfil de susceptibilidade antimicrobiana de E. coli isolados de piometra e urina de
cadelas atendidas no Hospital Veterindrio da Faculdade de Medicina Veterinaria da
Universidade Federal de Uberlandia entre 14/08/2012 a 18/03/2013, Uberlandia, MG.

Antimicrobiano Sensivel Intermediario Resistente
N (%) N (%) N (%)
Sulfonamida (300pL) 24 (75,0) - 8 (25,0)
Ceftiofur (30uL) 32 (100,0) - -
Tetraciclina (30pL) 27 (84,4) 1(3,1) 4(12,5)
Eritromicina (15uL) - - 32 (100,0)
Neomicina (30puL) 31 (96,9) 1(3,1) -
Gentamicina (10pL) 32 (100,0) - -
Ampicilina (10pL) 21 (65,6) - 11 (34,4)
Acido nalidixico (30uL) 27 (84,4) - 5 (15,6)
Enrofloxacina (5uL) 32 (100,0) - -
Norfloxacina (10uL) 32 (100,0) - -
Cefoxitina (30uL) 32 (100,0) - -
Cloranfenicol (30puL) 30 (93,75) - 2 (6,2)
Ciprofloxacina (5uL) 32 (100,0) - -

N: nimero de isolados; %: porcentagem referente ao total em cada item.

Estudo realizado por Oluoch et al. (2001) com 674 cepas de E. coli isoladas
de diversas infeccbes em cdaes, incluindo o trato genitourinario, 0s autores
observaram que 90% dos isolados apresentaram sensibilidade a norfloxacina, 87,5%
a enrofloxacina, 90,7% a gentamicina e 85,9% a amicacina. Coggan (2005)
analisando 151 amostras de E.coli isoladas de Uteros com piometra, detectaram
altos percentuais de sensibilidade relativos a norfloxacina (94%), polimixina B
(82,8%), sulfazotrin (76,8%), cloranfenicol (75,5%), enrofloxacina (75,5%), e
gentamicina (70,2%).

Coggan et al. (2008) e Siqueira et al. (2008) observaram que as maiores
frequéncias de susceptibilidade das estirpes de E. coli isoladas do utero de cadelas
com piometra foram encontradas respectivamente para a norfloxacina (94% - 98,1%
dos isolados), a enrofloxacina (75,5% - 90,4%), a ciprofloxacina (90,4%), a
polimixina B (82,8%) e o cloranfenicol (75,5%). Quanto a resisténcia, os autores

detectaram 86,1% para cefalotina, 73,1% para a associacdo sulfametoxazole-
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trimetoprim, 28,8% - 68,9% para a ampicilina, 46,4% para a cefoxitina, 34,4% para a
tobramicina, 32,5% para a tetraciclina e 29,8% para a amicacina.

Hagman e Greko (2005) estudaram 80 amostras de E. coli isoladas de
cadelas com piometra e verificaram taxas reduzidas de resisténcia aos
antimicrobianos testados: 10% a ampicilina, 8% a sulfametoxazol, 5% a
estreptomicina, 4% a enrofloxacina e a tetraciclina, 2% ao trimetoprim e auséncia de
resisténcia a gentamicina.

Diferentemente, Cooke et al. (2002) observaram em cepas de E.coli isoladas
de cades com infec¢Bes do trato urinério, 53% de resisténcia a enrofloxacina e, além
disso, detectaram um aumento significativo nesse perfil explicado pelo uso constante
deste antimicrobiano nos periodos de 1994 a 1997 em um hospital veterinario na
Califérnia. Cohn et al. (2003) também observaram um aumento significativo na
proporcdo de isolados bacterianos, de trato urindrio de cées, resistentes a
enrofloxacina de 1992 a 2001 na Universidade de Missouri nos EUA.

Os agentes antimicrobianos fluorquinolonas sdo muito utilizados na medicina
humana e veterinaria e sdo caracterizados como a classe de escolha no tratamento
pés-operatorio das cirurgias de ovario-salpingo-histerectomia de cadelas com
piometra, sendo a enrofloxacina o antibidtico mais utilizado. A enrofloxacina tem um
amplo espectro de acdo contra muitas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
gue estdo associadas a infec¢des do trato urinario em cédes. O mecanismo primario
de resisténcia bacteriana a antibiéticos fluorquinolonas foi descrito em Escherichia
coli como uma mutagédo cromossomal no gene gyrA, gue codifica a subunidade A da
enzima DNA girase (COHN et al., 2003). Este grupo de antimicrobianos apresenta
propriedades farmacocinéticas favoraveis como efeito bactericida rapido, que reduz
a contagem de E. coli de trés a cinco logaritmos dentro de uma a duas horas
(MCKELLAR, 1996).

Apesar de alguns trabalhos evidenciarem o aumento da resisténcia a
enrofloxacina pelo uso prolongado, o presente estudo mostra a eficacia do
medicamento para os isolados, com 100% de susceptibilidade (COHN et al., 2003;
COOKE et al., 2002; OLOUCH et al., 2001). Coggan (2005) também observaram a
eficiéncia desse antimicrobiano, com 75,5% dos isolados sendo suscetiveis.

A literatura recomenda a utilizagcdo de uma fluoroquinolona (enrofloxacina,
marbofloxacina, norfloxacina) em combinagdo com uma penicilina de espectro

estendido ou ampicilina contra infecgbes causadas por E. coli. Antibidticos
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alternativos no tratamento de E. coli incluem: aminoglicosideos (gentamicina),
trimetoprim, sulfametoxazol, amoxicilina, acido clavulanico, cefalosporinas de
terceira geracdo e cloranfenicol (ETTINGER; FELDMAN, 2005). Todavia, no
presente estudo a utilizacdo de ampicilina e sulfa ndo apresentou resultados
satisfatorios, evidenciando a necessidade da execugdo do antibiograma para
escolha do tratamento mais eficaz.

O perfil de resisténcia encontrado ao macrolideo eritromicina, correspondente
a 100% dos isolados, se deve pelo fato desta bactéria apresentar um reservatoério de
genes de resisténcia aos macrolideos. Trata-se de caracteristicas que foram
adquiridas por meio de transferéncia plasmidial e podem representar uma forma de
disseminacdo dessa caracteristica por mecanismos de recombinacdo génica para
outros agentes como Shigella e Salmonella. Dentre os mecanismos encontrados em
E. coli pode-se citar a modificacdo de metilases, a inativacdo de enzimas e a
aquisicdo de bombas de efluxo, que envolvem varios genes, cuja presenca de
apenas um é suficiente para fornecer resisténcia a eritromicina (CHAU et al., 2009).

A deteccdo de niveis de resisténcia mais elevados para as penicilinas
(ampicilina - 34,4%) pode ser devido a resisténcia das enterobactérias a esse
principio ativo e também pela ampla utilizacdo dessas drogas na rotina clinica
(HAGMAN; GREKO, 2005).

A mesma justificativa pode ser atribuida ao cloranfenicol e a sulfonamida, que
apresentaram porcentagens de resisténcia equivalentes a 6,2% e 25,0%
respectivamente. Trata-se de drogas frequentemente utilizadas na clinica
veterinaria, podendo pressionar a selecao de estirpes resistentes (FILHO, 2008).

Quanto aos demais antibidticos, os padrbes de resisténcia pelas bactérias
pode estar relacionado a possibilidade de aquisicdo de genes de resisténcia as
drogas, notadamente aqueles presentes em plasmidios (JOHNSON; RUSSO, 2002).

Filho (2008) avaliou 33 culturas de E. coli oriundas de cadelas com piometra e
também observaram que as amostras provenientes de urina apresentaram um perfil
de resisténcia semelhante quando comparadas com as obtidas do pus. O autor
constatou diferencas somente para o0s antibidticos trimetropim+sulfadiazina,
estreptomicina e amoxacilina.

O aparecimento de estirpes multirresistentes, principalmente em bactérias
Gram negativas, constitui atualmente um problema grave em medicina veterinaria. A

apresentacao de multirresisténcia intrinseca e/ou adquirida nestes micro-organismos
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pode ser considerada quando ha resisténcia a pelo menos trés classes de
antimicrobianos (POOLE, 2004). A Tabela 9 demonstra a frequéncia de resisténcia
antimicrobiana levando-se em consideracdo o numero de antibidticos. Pode-se
observar que 9/32 (28,1%) das cepas isoladas apresentaram padrdo de
multirresisténcia (pelo menos trés classes de antimicrobianos), sendo 7/9 (77,8%)
oriundas do conteudo uterino e 2/9 (22,2%) da urina.

Tabela 9: Distribuicdo das cepas de E. coli isoladas de cadelas com piometra de acordo
com o numero de classes de antibidticos a que é resistente. Animais atendidos no Hospital
Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia

entre agosto de 2012 a margo de 2013, Uberlandia, MG.

Pus Urina Total
Numero de antibiéticos N =25 N=7 N =32
n (%) n (%) n (%)
1 12 (48,0) 4 (57,1) 16 (50,0)
2 6 (24,0) 1(14,3) 7 (21,9)
3 4 (16,0) 1(14,3) 5 (15,6)
4 2 (8,0) 1(14,3) 3(9,4)
5 1 (4,0) - 1(3,1)

N: nimero de isolados para cada tipo de amostra; n: nUmero de isolados resistentes; %: porcentagem

de isolados resistentes.

A Tabela 10 indica os padrdes de resisténcia multipla aos antibioticos de
maneira mais especifica. Constatou-se que 6/32 (18,7%) cepas de E. coli
apresentaram resisténcia comum a eritromicina, ampicilina e sulfazotrim. Além
disso, 3/32 (9,4%) estirpes demonstraram resisténcia comum a eritromicina,
ampicilina, sulfazotrim ou acido nalidixico e tetraciclina.

A resisténcia simultdnea a varios tipos de antibidtico é considerada
relativamente rara. Quando ocorre, acredita-se que esteja relacionada com a
presenca de uma bomba nédo seletiva que permite o efluxo dos antibidticos para o
exterior da bactéria e aumenta o padrdo de resisténcia de duas a quatro vezes
(FALLON et al., 2003).

Esse padrao de multirresisténcia estd de acordo com estudo realizado por
Filho (2008) com 36 cadelas, das quais 25% das cepas de E. coli apresentaram

essa caracteristica.
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Tabela 10: Distribuicdo das estirpes de E. coli isoladas de cadelas com piometra quanto a
resisténcia aos grupos de antimicrobianos. Animais atendidos no Hospital Veterinario da
Faculdade de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia entre agosto de
2012 a margo de 2013, Uberlandia, MG.

Antibioticos — Resisténcia N %

ERI 32 100
ERI, AMP 11 34,4
ERI, AMP, SUF 6 18,7
ERI, AMP, SUF, TET 2 6,2
ERI, AMP, NAL, TET 1 3,1
ERI, AMP, SUF, NAL, CLO 1 3,1

N: nimero de cepas resistentes; %: porcentagem de cepas resistentes. ERI (eritromicina), AMP

(ampicilina), SUF (sulfonamida), TET (tetraciclina), NAL (acido nalidixico), CLO (cloranfenicol).

Siqueira et al. (2008) observaram a ocorréncia de variados perfis de
multirresisténcia em 158 linhagens de E. coli provenientes de infeccao trato urinario
(ITU), piometra e fezes. Considerando-se a resisténcia a pelo menos trés
antimicrobianos os autores detectaram 47,1% em isolados de ITU, 13,5% de
piometra e 7,3% de fezes. A resisténcia a cinco ou mais drogas foi constatada em
33,3% das cepas de ITU, 1,9% de piometra e 5,5% de fezes.

Os resultados do presente estudo foram superiores aos achados por Hagman
e Greko (2005) que encontraram uma porcentagem equivalente a 10,6% (32/301)
em amostras de contetudo uterino e urina de cadelas na Suécia, porém, estes
autores classificaram como multirrestistentes as cepas com resisténcia a mais de um
antimicrobiano.

Valores superiores foram encontrados por Lara et al. (2008) ao estudarem 15
cepas de E. coli em Sao Paulo oriundas de contetudo uterino em cadelas com
piometra. Os autores detectaram 100% de resisténcia bacteriana frente aos oito
farmacos testados.

Diante dos fatos, a terapia das diferentes afeccbes bacterianas deveria
fundamentar-se em testes de sensibilidade microbiana. Entretanto, a escolha dos
antimicrobianos recai comumente na experiéncia profissional, no apelo comercial ou
no custo de determinados produtos, aliada a dificuldade de acesso a laboratérios de
microbiologia veterinaria (RIBEIRO et al., 2006).
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4.4. Genes de viruléncia

A patogenicidade das linhagens de E. coli esté ligada a diferentes fatores de
viruléncia, incluindo adesinas, toxinas, mecanismos de captacdo de ferro, multi-
resisténcia aos antimicrobianos, entre outros (SOUSA, 2006). O reconhecimento dos
fatores de viruléncia de E. coli relacionados a patogenicidade de infeccbes em caes
contribui no entendimento da epidemiologia do agente, no tratamento, na adocao de
medidas de controle, assim como dos reflexos em saude publica em face do estreito
contato do homem com animais de companhia (SIQUEIRA, 2006). Neste contexto o
presente estudo propds uma avaliagdo comparativa dos principais fatores de
viruléncia de linhagens de E. coli isoladas de piometra e urina de cées.

O presente estudo detectou a presenca de todos 0s genes estudados: sfa,
afa, pap, hly e cnf, os produtos amplificados desses genes por alguns isolados estao

exemplificados na Figura 3.
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Figura 3: Gel agarose demonstrando a presenca dos genes sfa, afa, pap, hly e cnf em cepas de E.
coli oriundas de cadelas com piometra em Uberlandia, MG. M (marcador de peso molecular de
100pb); C+ (controle positivo E. coli ATCC 25922); C- (controle negativo); al-a7 (cepas de E. coli
provenientes de cadelas com piometra; a presenca de bandas no gel indica que a amostra € positiva

para o respectivo gene). As setas indicam o tamanho das bandas para cada gene em pares de bases
(pb).
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A Tabela 11 apresenta a frequéncia de deteccdo dos genes para adesinas
(sfa, afa e pap) e toxinas (hly e cnf) em estirpes de Escherichia coli isoladas de urina

e piometra em cadelas.

Tabela 11: Frequéncia e porcentagem de genes de viruléncia em cepas de E. coli oriundas

de urina e conteudo uterino de cadelas com piometra em Uberlandia, MG

Piometra Urina Total
Fatores de Viruléncia N =25 N=7 N =32
n (%) n (%) n (%)

sfa 24 (96,0) 7 (100,0) 31 (96,9)

afa 15 (60,0) 4 (57,1) 19 (59,4)

pap 11 (44,0) 4 (57,1) 15 (46,9)

hly 13 (52,0) 4 (57,1) 17 (53,1)

cnf 17 (68,0) 5(71,4) 22 (68,75)

N: nimero de isolados; n: nimero de isolados que apresentaram gene de viruléncia; %: porcentagem

de isolados que apresentaram gene de viruléncia.

A presenca o gene sfa foi observada em 96,9% (31/32) das cepas de E. coli
isoladas, sendo 24/25 oriundas de amostras do contetdo uterino e 7/7 de urina.

A fimbria S codificada pelo gene sfa € composta por varias subunidades, que
sdo extremamente importantes na interagdo da bactéria ao epitélio renal e da bexiga
(MULVEY, 2002). A elevada porcentagem de isolados portadores do gene sfa
encontrada no presente estudo sugere o potencial das estirpes isoladas de amostras
de urina em colonizar o epitélio e favorecer a infeccdo da bexiga, que podem evoluir
para uma infeccdo renal. Quanto aos isolados de piometra é possivel inferir que esta
adesina deve ter um papel importante também na colonizacdo do Utero.

Essa fimbria é frequentemente encontrada em isolados envolvidos em
processos de septicemia. Dessa forma, considerando que a septicemia é uma das
consequéncias da piometra, a presenca desse fator de viruléncia pode contribuir
para os quadros de generalizagcéo da infecgcéo (FILHO, 2008).

Vérios trabalhos demonstram porcentagens de ocorréncia inferiores ao
encontrado nesse estudo para esse gene, tanto em cdes quanto em humanos. No
homem, a expresséo de sfa tem sido evidenciada em mais de 20% de isolados de E.
coli em pacientes no Brasil (TIBA, 2004) e em outros paises (RODRIGUEZ et al.,
2005; FREITAG et al., 2005). Estudo realizado por Siqueira (2006) demonstrou uma

positividade de 43,1% dos isolados de ITU em 51 cées e em 46,1% do contetudo
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uterino de 52 cadelas com piometra no Brasil. Coggan (2005) encontrou
porcentagem de 79,5% para o gene sfa em E.coli oriundas de cadelas com
piometra, destancando a importancia desse gene na adesdo ao endométrio. Filho
(2008) obteve 56% de suas estirpes positivas para este gene.

A adesina afimbrial (afa) foi detectada em 59,4% (19/32) das cepas no
presente estudo, sendo 15/19 provenientes de amostras de piometra e 4/19 da
urina. O numero de isolados que apresentaram este gene também foi maior que o
observado por Coggan (2005).

Coggan (2005) observou a presenca desse gene em apenas 3,3% das
amostras isoladas de E.coli. O autor considerou que provavelmente essa adesina
teria um papel muito pequeno na colonizagdo do Utero. A adesina afa também foi
encontrada em menor frequéncia no trabalho de Siqueira (2006) com 1,9% de
isolados de ITU e piometra. A sequéncia referente a esta adesina ndo foi detectada
nos estudos realizados por Chen at al. (2003) e Filho (2008). Ghanbarpour e
Akhtardanesh (2012) obtiveram uma porcentagem de 2,38% em 84 estirpes de E.
coli isoladas em cadelas com piometra no Ird. Somente Léveillé et al. (2006)
demonstraram porcentagens um pouco mais elevadas com 15% dos isolados de pus
e urina de cadelas com piometra.

De acordo com Tramuta et al. (2011) o gene afa ndo é frequentemente
encontrado em isolados de piometra em caes, indicando que esse fator de viruléncia
€ incomum nesses animais. Trata-se de um gene mais associado a isolados de E.
coli uropatogénicas de humanos. Em humanos, essa adesina tem sido observadas
em porcentagens iguais ou superiores a 64%. Estas adesinas possuem como
receptor um antigeno do grupo sangiineo Dr bem caracterizado no homem
(MULVEY, 2002; TIBA, 2004). A auséncia deste grupo sanglineo em céaes
provavelmente justifique a baixa relacdo desta adesina com a ocorréncia de
infeccbes génito-urinarias por E. coli em cdes, ou mesmo em outras espécies
domésticas (SIQUEIRA, 2006).

Porém, pode-se atribuir a elevada porcentagem de positividade para esse
gene a uma possivel aquisicdo do agente infeccioso de seu proprietario ou outros
humanos, ja que trata-se de uma caracteristica de cepas oriundas de humanos.
Estudo realizado por Harada et al. (2012) no Japdo avaliou a similaridade
filogenética em cepas de E. coli isoladas de amostras fecais de cdes e seus donos.

Os autores observaram que é possivel a transferéncia desses agentes, ja que
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detectaram uma porcentagem de proximidade genética superior a 95% em trés
familias avaliadas.

Outro relato importante que pode servir de subsidio refere-se ao trabalho
realizado por Pomba et al. (2009) que detectaram a presenca de um clone da estirpe
de E. coli especifica de humanos 025-ST131 e altamente virulenta em um céo. Os
autores indicaram que provavelmente a transmissdo tenha ocorrida de forma
homem-animal.

O gene pap foi detectado em 46,9% (15/32) das amostras, das quais 11/15
eram oriundas de conteudo uterino e 4/15 provenientes de cepas da urina. A
adesina mais importante, principalmente nas cepas que causam infeccfes renais € o
pili P. Os genes envolvidos na sintese do pili P sdo designados como pap (pili
associado com pielonefrite). A regulacdo do gene pap € complexa, pois sua
expressdo muda em resposta a temperatura, nivel de glicose no meio e
concentracbes de aminoacidos (SAYLERS; WHITT, 2002). Receptores da fimbria P
estdo presentes nos eritrécitos de humanos, suinos, pombos, frangos, caprinos e
caes (TIBA, 2004).

Coogan (2005) encontraram o gene pap em 57,6% das estirpes de E. coli
isoladas de cadelas com piometra, enquanto Von Sydow (2005) detectou esse
mesmo gene em 19,4% de estirpes de E. coli isoladas das fezes de cées. Siqueira
(2006) obtiveram uma positividade de 23,5% das linhagens isoladas de ITU, 36,5%
de piometra e 18,2% das fezes de um total de 158 cepas estudadas.

Outros estudos encontraram maior prevaléncia de pap em isolados de cées
com ITU, 72% e 68,5%, respectivamente (FERIA et al., 2001; JOHNSON et al.
2003). A similaridade dos estudos com fimbria P em linhagens isoladas de afec¢des
genito-urindrias no homem e animais reforcam mais uma vez o postulado que as
bactérias causadoras de ITU e piometra descendem de um mesmo clone bacteriano,
assim como a preocupagao com 0 Ca0 como reservatorio de estirpes patogénicas
para o0 homem e vice-versa (SIQUEIRA, 2006).

Wullt et al. (2001) observaram que a fimbria P pode ter um importante papel
na adesao bacteriana, colonizagdo do endométrio e na patogénese da piometra. A
avaliacdo da presenca do gene pap em estudo realizado com 23 cepas de E. coli
provenientes de cadelas com piometra por Chen at al. (2003) na Australia constatou
uma porcentagem de 52% de positividade. Tramuta et al. (2011) detectaram a
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presenca do gene em 36,7% das 30 cepas de E. coli oriundas de amostras de urina
de cées da ltalia.

A presenga do gene hly foi determinada em 53,1% dos isolados (17/32), dos
quais 13/17 detectados nas cepas oriundas de pus uterino e 4/17 de amostras de
urina.

A hemolisina € uma citolisina capaz de lesar eritrocitos, leucécitos, células
endoteliais e renais, favorecendo a infeccdo pelo agente (TIBA, 2004; TRABULSI,
2005). Ao lisar eritrocitos, ha captacdo do ferro exdgeno, elemento necessario ao
metabolismo bacteriano, por meio da sintese de exoproteinas reconhecidas como
sideroforos. Isto ocorre em todos 0os mamiferos e até em peixes (SAYLERS; WHITT,
2002). Cepas de E.coli isoladas de cées e gatos com infeccdo do trato urinario tém
uma alta prevaléncia de hly (Siqueira et al., 2008).

A capacidade de E. coli de captar o ferro no organismo animal, ou mesmo
adaptar-se a multiplicacdo em baixas concentracbes do ion, é considerado
importante mecanismo de viruléncia, principalmente em infec¢des extra-intestinais
(FILHO, 2008).

Resultados semelhantes ao deste estudo foram encontrados por Siqueira et
al. (2008) no Brasil em 51 isolados de amostras de ITU, 52 de piometra e 55 de
amostras de fezes de caes. As porcentagens corresponderam a 33,3%, 34,6% e
12,7%, respectivamente. Em isolados de E. coli provenientes de cdes e gatos
diferentes estudos tém apontado a expressdo do gene hly em niveis iguais ou
superiores a 41% (FERIA et al., 2001; JOHNSON et al., 2003; FREITAG et al.,
2005). Chen et al. (2003) verificaram o gene hly em 52% de 23 isolados de E. coli
oriundos de piometra em cadelas da Austrélia e Tramuta et al. (2011) observaram
sua presenca em 23,3% de 30 isolados de urina de cées na Italia.

Para o gene cnf a positividade foi de 68,75% (22/32), sendo 17/22
provenientes de conteudo uterino e 5/22 de urina.

O “fator citotdoxico necrotizante” era associado a uropatogénese apenas
devido aos achados epidemioldgicos (CHEN et al., 2003). Estudos feitos em culturas
de neutrofilos humanos, contudo, indicaram que esta toxina pode influenciar na
resposta imune do hospedeiro, uma vez que parece possibilitar a resisténcia
bacteriana a morte por neutréfilos polimorfonucleares (RIPPERE-LAMPE et al.,
2001). Esse gene codifica uma importante citotoxina facilitadora da disseminacéo

bacteriana do lumen da bexiga e do trato intestinal para a circulacdo sanguinea
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(TIBA, 2004). Considerando a importancia desse gene no potencial invasivo de E.
coli, sua presenca pode facilitar infeccoes em diferentes locais, incluindo a infecgéo
uterina.

Filho (2008) encontrou uma prevaléncia de 23% em 33 isolados de E. coli
para o gene cnf e Coggan (2005) observou uma prevaléncia de cnf em 57,0% das
amostras de E.coli isoladas de cadelas com piometra. Esse gene foi detectado em
16 (53,3%) isolados de E. coli oriundos de amostras de urina de 30 caes na Italia por
Tramuta et al. (2011), ja Johnson et al. (2003) revelaram a presenca de cnf em 41%
das linhagens de E. coli isoladas de ITU em cées nos Estados Unidos. De forma
semelhante, Siqueira (2006) detectou a presenca do gene cnf em 11 (21,6%)
isolados de ITU, 21 (40,4%) de piometra e em 9 (16,4%) das fezes.

Das 32 cepas de E. coli isoladas neste estudo, todas apresentaram pelo
menos um dos genes estudados. Além disso, observou-se que 0 grupo que
apresenta maior niumero de cepas é o que possui todos 0s genes estudados, com
porcentagem de 34,4% (11/32), das quais 8/11 foram isoladas de amostras de
piometra e 3/11 de urina (Tabela 12).

Outro dado interessante se deve ao fato de que todas as cepas oriundas do
mesmo animal, considerando os isolados de urina e contetdo uterino, apresentaram
0S mesmos padrdes de viruléncia, com positividade para 0s mesmos genes, com
excecdo dos animais de numero 24 e 33, nos quais as estirpes provenientes da
urina apresentaram um gene a menos em relacdo ao isolado da piometra. Esses
achados fazem sugerir que possivelmente no mesmo animal os isolados do utero e

da urina eram pertencentes a uma mesma linhagem com alta proximidade genética.

Tabela 12: Frequéncia e porcentagem de cepas de E. coli isoladas de cadelas com

piometra que possuem de um a cinco genes de viruléncia testados

) Piometra Urina Total
Quantidade de genes N = 25 N=7 N = 32
n (%) n (%) n (%)

1 6 (24,0) 2 (28,6) 8 (25,0)
2 3(12,0) - 3094

3 4 (16,0) 1(14,3) 5 (15,6)

4 4 (16,0) 1(14,3) 5 (15,6)

5 8 (32,0) 3(42,8) 11 (34,4)

N: nimero de isolados para cada tipo de amostra; n: nimero de isolados que apresentaram gene de

viruléncia; %: porcentagem de isolados que apresentaram gene de viruléncia.
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4.5. Alteragdes histopatoldgicas

O complexo de hiperplasia endometrial cistica corresponde a uma alteracao
histologica do utero, caracterizado por hiperplasia endometrial e pela presenca de
um grande numero de glandulas endometriais cisticas distendidas com tamanhos e
formacdes diferentes (CHEN et al.,, 2006). Os tipos de lesdo observados sé&o
classificados de acordo com a quantidade de infiltrado inflamatério. No grau |
verifica-se lesdes com auséncia de células inflamatérias; os outros grupos (ll, Il e
IV) incluem casos de aumento na gravidade ou cronicidade, caracterizado por
infiltracdo de células inflamatorias (GILBERT, 1992).

Foram colhidos 52 fragmentos de corno uterino para a avaliacdo
histopatolégica. Desse total, somente 25 (48,1%) apresentou crescimento bacteriano
para E. coli. Durante a confeccdo das laminas ocorreu acidente técnico que impediu
a andlise de quatro amostras, correspondente aos animais 22, 33, 37 e 39, o0 que
totalizou 21 ldminas. Mas, foi incluida a anélise de amostra do animal de namero 20,
o qual ndo apresentou crescimento de E. coli no conteddo uterino, porém
apresentava a presenca do agente na urina. Portanto a quantidade de laminas
analisadas foram 22.

Desse total de amostras avaliadas, observou-se que material colhido do
Gterino com piometra 6/22 (27,3%) dos animais apresentaram escore | nha
classificagao, 9/22 (40,9%) escore Il e 7/22 (31,8%) grau lll. Nao foi detectada
nenhuma amostra com classificagao V.

Resultados semelhantes foram encontrados por Coggan et al. (2008) no
Brasil ao avaliar a histologia de 146 amostras positivas para E. coli de cadelas com
piometra. Os autores observaram que 21,2% apresentaram escore 1; 41,1%
apresentaram escore 2; 24,7% apresentaram escore 3 e 6,8% apresentaram escore
4. De Bosschere et al. (2001) observaram no exame histolégico que nenhum utero
(n=26) de cadelas saudaveis apresentou reacao inflamatoria. Dhaliwal et al., (1998)
tentaram correlacionar as linhagens de E.coli isoladas e as alteracdes
histopatolégicas da parede uterina. Linhagens O4K- e O7K+ destruiram
completamente a integridade do epitélio, enquanto que as linhagens O88K+ e K-
produziram menor efeito em termos de infiltracdo de células inflamatorias e grau de

integridade.
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A elevada infiltragdo de células inflamatdrias, observada em algumas
amostras das quais foi detectado grau lll, pode ser justificada pelo trabalho de
GILBERT (1992). Este autor acredita que o aumento da taxa de infiltracdo de células
inflamatorias esta diretamente relacionado ao tempo de infeccdo. Quanto maior o
tempo de infeccdo maior a cronicidade da patologia e, portanto, maior infiltracéo de
células inflamatérias. Dessa forma, a determinacéo do grau Ill pode indicar um maior
tempo de instalacdo da infecgao.

A presenca de toxinas bacterianas, particularmente as endotoxinas
associadas a E. coli, podem ser absorvidos através do (tero e causar sintomas
sistémicos de endotoxemia. A partir dai, parte do conteldo uterino pode escoar
através do colo do Utero e apresentar uma descarga vulvar com um teor elevado de
células inflamatdrias, principalmente neutréfilos (PURSWELL, 1997).

A Tabela 13 indica uma relacdo entre os achados histopatolégicos e a
presenca de genes de viruléncia. Nos animais 3, 4, 6, 7, 9, 10, 11, 12, 13, 18, 21, 24,
31 e 32 foi possivel visualizar que ha possibilidade da presenca dos genes de
viruléncia ter contribuido para as alteracfes histopatologicas observadas na mucosa
uterina. Isso porque nesses animais a quantidade de genes de viruléncia
encontrados foi superior a dois e 0os escores histopatologicos ficaram entre 1l e |ll.
Esta relacao foi observada em 14/16 (87,5%) das amostras analisadas.

O fato de E. coli isolada do contetudo uterino das cadelas 19, 43, 44 e 49
possuir somente um dos genes de viruléncia estudados pode ter influenciado no
menor grau de lesdo ao epitélio (grau 1) detectado no exame histopatolégico. A
discrepancia observada no animal 20, em a cepa de E. coli apresenta um elevado
potencial de viruléncia por possuir 0s cinco genes estudados deve-se ao fato de que
0 micro-organismo soO foi isolado na urina e o cultivo de material uterino néo
apresentou crescimento bacteriano, justificando o grau | na histopatologia.

Nas piometras, a atuacdo bacteriana por meio da producdo de toxinas
caracterizam potentes indutores da resposta inflamatoria, que resultam na alteracéo
do tecido uterino. A resposta inflamatéria no tecido uterino infectado na piometra tem
sido motivo de investigagbes. Em um estudo baseado na analise dos padrdes
moleculares envolvidos no utero em piometrite, numerosos genes (> 800) foram
encontrados (HAGMAN et al., 2009 ). Muitos destes genes estdo associados com a
ativacdo que quimiocinas, citocinas que promovem a infiltracdo de células
inflamatorias (CHOTIMANUKUL,; SIRIVAIDYAPONG, 2011). Um conhecimento mais



63

amplo da resposta inflamatéria local e sisttmica pode permitir a identificagdo de
novos biomarcadores de piometra nos animais ou metas futuras para o tratamento
(HAGMAN, 2012).

Tabela 13: Relacdo entre a histopatologia e a presenca de genes de viruléncia em E. coli
isoladas do Utero de cadelas com piometra atendidos no Hospital Veterinario da Faculdade
de Medicina Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia entre agosto de 2012 a
marco de 2013.

Animal  Grau (Histopatolégico) Quantidade de genes
03 1] 2
04 I
06 1
07 Il
09 1]
10 I
11 Il
12 1
13 1
18 1
19 I
20* I
21 I
DDk -
24 I
27 I
29 I
31 I
32 1]
334+ )
374 )
3gr+ )
43 I
44 I
49 I
52 I 3

P P P A DN DM OO A PR P 01O OO, WA OTDN WO W oL,

* E. coli somente na urina. ** Animais em que nao foi possivel a andlise histopatolégica.
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4.6. Similaridade filogenética

A técnica do RAPD-PCR tém sido considerada eficiente e adequada para a
tipagem molecular de E. coli (SAHILAH et al., 2010). Ela é capaz de discriminar o
perfil filogenético de estirpes de origem humana (VOGEL et al., 2000) e de animais
(GOMES et al., 2005; SALEHI et al., 2008), também sendo de grande importancia
em estudos epidemiolégicos e estudos de contaminacdo cruzada em alimentos
(KANUNGO, 2009, MELO et al., 2011; MELO et al., 2013).

A andlise de similaridade entre as cepas demonstrada no dendrograma
construido utilizando o coeficiente de similaridade de Dice demonstrou grande
diversidade entre os isolados de E. coli. Essa diversidade foi observada na analise
das amplificacdes dos dois primers testados (1247 e 1290).

A Figura 4 demonstra a proximidade genética dos isolados para ambos os
primers. A analise mostrada no dendrograma, discriminou 0s grupos semelhantes
filogeneticamente para cada um dos primers. A avaliagéo final foi baseada na média
de experimentos (average from experiments), utilizando os dois primers pelo
programa GelCompar.

A analise do dendrograma néo registrou clones com 100% de homologia.
Porém, a identificacdo de clusters com similaridade superior a 85% foram
considerados como pertencentes a um mesmo genétipo. A separacédo foi feita por
grupos com homologia entre 51 e 64%.

A partir da identificacdo dos clusters foram realizadas comparacgfes a nivel
fenotipico por meio do perfil de resisténcia antimicrobiana e genotipico pela
avaliacdo comum da presenca dos genes de viruléncia estudados: sfa, afa, pap, hly
e cnf.

Foram identificados quatro grupos distintos (1-4) com proximidade genética
entre 51 a 64%, indicando a elevada variabilidade genética dentro dos grupos
(Figura 4). Além disso, foram detectados quatro gendtipos que apresentaram
similaridade filogenética inferior a 50%, correspondente aos isolados de contetdo

uterino dos animais 3, 18, 29 e 52.
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RAPD- combinado RAPD1247

20 Urina

| 27 Piometra
32 Piometra
31 Piometra
49 Piometra
43 Piometra
43 Urina

37 Piometra
06 Urina

13 Piometra
ATCC-

10 Piometra

e o ”‘l: 33 Piometra
33 Urina

18 Piometra
24 Piometra

€52

Urina
Piometra
Piometra

Piometra
Piometra
Piometra
Urina
12 Piometra
12 Urina
09 Piometra
07 Piometra
06 Piometra
11 Piometra
29 Piometra
52 Piometra
03 Piometra

64 &

24
22
04
39 Piometra
19
21
44
44

8

254

Figura 4: Dendrograma de 32 isolados de E. coli oriundos de cadelas com piometra de Uberlandia —
MG, pela técnica de RAPD-PCR com os primers 1247 e 1290, utilizando a média de experimentos
(average from experiments) com tolerancia de 1,5% e método UPGMA com otimizacdo de 85%, pelo
programa GelCompar. Perfil 1 — grupo com 53,8% de homologia, composto por dois clusters (a e b)
com 88,9% e 93,8% de similaridade, respectivamente. Perfil 2 — grupo com 55,9% de homologia,
composto por dois clusters (c e d) com 90,0% e 88,9% de similaridade, respectivamente. Perfil 3 —
grupo com 56,4% de homologia, composto por um cluster (e) com 87,3% de similaridade. Perfil 4 —

grupo com 63,9% de homologia.
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Quanto ao grupo 1, com homologia de 53,8%, foi possivel constatar a
presenca de dois clusters “@a” e “b” com similaridade de 88,9% e 93,8%,
respectivamente. Cada cluster composto por duas cepas, oriundas do mesmo
animal, 43 e 33, respectivamente, e de amostras distintas contedado uterino e pus.
Além disso, para ambos os clusters as caracteristicas fenotipicas e genotipicas
foram muito semelhantes.

No cluster “a”, observou-se que as cepas apresentaram resisténcia para
qguatro antimicrobianos e positividade comum para o gene sfa. Em “b”, as estirpes
possuem resisténcia ao macrolideo eritromicina e os genes cnf, afa e sfa.

Para o grupo 2, com homologia de 55,9%, detectou-se dois clusters “c” e “d”,
com proximidade genética de 90,0% e 88,9%, respectivamente. Ambos os clusters
também apresentaram duas linhagens isoladas de um mesmo animal, 24 e 44,
respectivamente. Quanto ao perfil de resisténcia antimicrobiana, observou-se que
todas as estirpes apresentaram resisténcia comum a eritromicina. Ja a nivel
genotipico o cluster “c” apresentou os genes sfa, pap, hly e cnf, e o cluster “d”
somente o gene sfa.

Em relagdo ao grupo 3, com homologia de 56,4%, identificou-se apenas um
cluster “e” com similaridade filogenética de 87,3%, composto por duas cepas
provenientes da cadela de numero 12. Ambas as linhagens apresentaram
caracteristicas fenotipicas e genotipicas idénticas, ou seja, resisténcia ao macrolideo
eritromicina e positividade para todos os genes de viruléncia estudados (sfa, afa,
pap, hly e cnf).

O grupo 4, com homologia de 63,9% € composto por duas cepas com padrao
distinto, ndo podendo ser designadas como cluster.

Diante dos dados, foi possivel constatar que a maioria das cepas oriundas do
mesmo animal possuiam o mesmo genotipo. Dessa forma, pode-se inferir que a
cistite e a piometra para os animais 12, 24, 33, 43 e 44 tiveram uma relagéo direta
em que a origem de uma infeccdo foi dependente da outra, ndo sendo possivel
determinar qual foi a primaria. Sabe-se entédo, que provavelmente o micro-organismo
apresentou tropismo de forma a manifestar doenca em ambos os locais (bexiga e
atero).

Vale ressaltar a exce¢do para o animal nimero 6, em que a origem de ambas
as infeccbes foram distintas, j& que as cepas oriundas do contetdo uterino e da

urina apresentaram baixa similaridade genética, equivalente a 43,6% (Figura 4).
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A elevada diversidade genética entre os isolados de E. coli de diferentes
animais pode ser explicada pelo fato de que os animais em estudo eram
provenientes de diferentes ambientes, racas e idades diferentes. Esta diversidade de
genotipos sugere a possibilidade de trocas genéticas entre as estirpes e entre
espécies diferentes e a probabilidade do surgimento de genoétipos emergentes
(KUHNERT, et al.,, 2000). Além disso, muitas bactérias evoluem por transferéncia
horizontal o que facilita sua adaptacdo em novos ambientes, contribuindo para a
aquisicdo de fatores de viruléncia envolvidos diretamente em infeccbes e no
desenvolvimento de diferentes clusters (DAM; DAS, 2006).

David et al. (2010) observaram uma ampla heterogeneidade genética ao
avaliar 281 estirpes de E. coli isoladas a partir de bovinos, suinos, frango, equinos,
caninos e felinos nos Estados Unidos. Guo et al. (2013) observaram uma elevada
homologia entre isolados de E. coli oriundos de fezes e de urina de 123 cées
hospitalizados na Australia. Johnson et al. (2008) nos Estados Unidos também
demonstrou alto grau de proximidade genética ao comparar 228 cepas de E. coli
provenientes de humanos e de caes em amostras de urina.

O perfil de similaridade filogenético detectado neste estudo em isolados de
urina e conteudo uterino ja foi encontrado por outros autores. Segundo Sandholm et
al. (1975), em 100 cadelas investigadas, foram isoladas cepas de Escherichia coli a
partir do trato urinario e do contetdo uterino em 85 destas. Estes micro-organismos
tinham afinidade pelo epitélio do trato urinario bem como pelo endométrio estimulado
por progesterona. Verificou-se que as cepas de E. coli isoladas de trato urinario e
Utero apresentavam caracteristicas similares.

Wadas et al. (1996) analisaram as caracteristicas de E.coli isoladas de
conteudo uterino de cadelas com piometra e das fezes das mesmas e verificaram
gue eram muito similares. Além disso, em 88% dos casos, E. coli isolada a partir do
trato urinario eram idénticas ou similares aquelas isoladas a partir dos uteros
infectados. Concluiu-se que E. coli associada com piometra canina, seria oriunda da
microbiota fecal e que a infeccao do trato urinario ocorreu pelo mesmo clone de E.
coli que o observado no utero da cadela com piometra, tendo em vista que as cepas
isoladas eram similares embora nao idénticas. Aventaram a possibilidade de que E.
coli associada com quadros de piometra seriam descendentes de certos clones de
E. coli presentes nas fezes, e que poderiam conter determinados fatores de

viruléncia.
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A associacdo de parametros genotipicos e fenotipicos na confirmacdo da
homologia entre isolados de E. coli de piometra e urina também foi realizado por
Filho (2008). O autor observou a presenca de resisténcia antimicrobiana e de
caracteristicas de viruléncia em cepas oriundas do mesmo animal. E concluiu que ha
proximidade em isolados de E. coli entre as bactérias recuperados de pus uterino e

urina de animais com piometra.
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5. CONCLUSOES

O presente estudo corroborou na importancia de Escherichia coli como
principal agente etiolégico da piometra canina. A auséncia desse patdogeno nas
amostras provenientes de cadelas sadias confirma sua importancia na patologia.

Os niveis de resisténcia observados para os antibiéticos eritromicina,
ampicilina e sulfonamida aliados ao perfil de multirresisténcia observado em 9/32
(28,1%) isolados atentam para a necessidade de utilizacdo de testes de
sensibilidade microbiana de modo a fundamentar a terapia desse tipo de infeccéo.

A presenca de diversos genes associados a viruléncia, como os associados a
adesdao e a producédo de toxinas demonstrou o alto potencial patogénico das cepas,
ja que 34,4% (11/32) das E. coli isoladas apresentaram todos os genes estudados.

A analise histopatolégica confirmou o grau de patogenicidade das cepas de E.
coli que possuiam maior numero de genes de viruléncia, pois foi constatado relacéao
entre a maior resposta inflamatéria e o potencial virulento.

A diversidade genotipica observada nas espécies isoladas revelou que
provavelmente os isolados tém diferentes origens. Porém, a proximidade genética
entre as cepas provenientes do mesmo animal, de amostras de urina e de conteddo
uterino, indica a relagéo de dependéncia entre os dois tipos de infeccdes.

Portanto, € importante monitorar E. coli isolados de cadelas quanto a sua
resisténcia aos antibidticos e genes de viruléncia, pois as mesmas cepas que
causam infeccdo nas cadela podem também infectar os humanos, caracterizando
uma possivel importancia em saude publica. Assim, o comportamento humano no
convivio com os pets pode representar risco adicional de infec¢cdo por este micro-

organismo.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Baseado nos dados obtidos com o presente estudo pretende-se dar
continuidade ao trabalho por meio da identificacdo das outras espécies isoladas
tanto das cadelas com piometra quanto nos animais sadios.

Outra perspectiva esta relacionada a verificacdo de mais genes de viruléncia
nas cepas de E. coli que permitam classificar esses isolados dentro dos diferentes
grupos dessa espécie.

A avaliacdo das amostras perdidas para andlise histopatoldgica representa
outro aspecto a ser abordado posteriormente. Pretende-se confeccionar novas
laminas que permitam realizar a analise completa desse topico do estudo.

Por fim, espera-se fazer uso de novas metodologias de tipagem molecular,
como o Pulsied Field que permitam avaliar os perfis similaridade entre as cepas
isoladas e comparar os resultados com os encontrados na técnica de RAPD-PCR.
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