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Resumo

Diversos agentes bacterianos estdo associados com a ocorréncia de piometra em cadelas, porém
0 patotipo de E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC) é o mais frequente, estando associado a
82 a 100% dos casos. O objetivo do presente estudo foi determinar a frequéncia dos grupos
filogenéticos e fatores de viruléncia associados a estirpes de E. coli isoladas de contetdo uterino
e fezes de 55 cadelas, totalizando 110 amostras clinicas. Um total de 225 estirpes de E. coli
foram isoladas e divididas em trés categorias: 90 (40%) isolados do contetdo uterino, 75
(33,3%) isolados das fezes de cadelas com piometra por E. coli e 60 (26,6%) das fezes de
cadelas em que a piometra ndo foi causada por E. coli. No conteiido uterino, predominaram
estirpes de E. coli pertencentes ao filogrupo B2 e positivas para os genes de fatores de
viruléncia associados a adesdo (papC, papG e sfaS) e producdo de toxinas (hlyA, cnf-1 e usp).
Similarmente, elevadas frequéncias de estirpes pertencentes ao filogrupo B2 foram identificadas
nas fezes de cadelas com piometra por E. coli, enquanto cadelas com infec¢do uterina nédo
provocada por E. coli eliminaram mais frequentemente estirpes do filogrupo B1. Os fatores de
viruléncia fimbria tipo P (papC e papG) e proteina uropatogénica especifica (usp), previamente
associados a piometra em estudos anteriores, foram identificados com frequéncia superior em
fezes de cadelas com piometra por E. coli (p < 0,05) . O presente estudo demonstra, portanto,
que estirpes EXPEC do filogrupo B2 sdo comumente encontradas causando piometra em cées.
Em adicdo, a elevada frequéncia de estirpes do filogrupo B2 e carreadoras dos genes de
viruléncia papC, papG e usp nas fezes de cadelas com piometra associada a E. coli sugere que a
colonizacdo por essas estirpes possa estar relacionada com um maior risco de piometra por E.

coli nesses animais.

Palavras-chave: Enterobacteriaceae, Utero, cdes, microbiota.



Abstract

Several bacterial agents are associated with the occurrence of pyometra in female dogs, but the
extraintestinal pathogenic E. coli (EXPEC) pathotype is the most common, being associated with
82 to 100% of the cases. The aim of the present study was to determine the frequency of
phylogenetic groups and virulence factors associated with isolated E. coli strains with uterine
content and feces of 55 female dogs, totalizing 110 clinical samples. A total of 225 E. coli
strains were isolated and divided into three categories: 90 (40%) isolated from uterine content,
75 (33.3%) isolates from feces of E. coli piometra bitches and 60 (26.6%) of female feces in
which pyometra was not caused by E. coli. In the uterine content, predominated strains of E.
coli belonging to phylogroup B2 and positive for adhesion-associated virulence factor genes
(papC, papG and sfaS) and toxin production (hlyA, cnf-1 and usp). Similarly, high frequencies
of strains belonging to phylogroup B2 were identified in the feces of E. coli piometra female
dogs, while female dogs with non-E. coli uterine infection more often eliminated strains of
phylogroup B1. The fimbria virulence factors type P (papC and papG) and specific
uropathogenic protein (usp), previously associated with pyometra in previous studies, were
identified with higher frequency in feces of E. coli piometra bitches (p < 0.05). Therefore, the
present study demonstrates that phylogroup B2 EXPEC strains are commonly found to cause
pyometra in dogs. In addition, the high frequency of strains of phylogroup B2 and carriers of
virulence genes papC, papG and usp in the feces of E. coli-associated pyometra dogs suggests
that colonization by these strains may be related to a higher risk of pyometra by E. coli in these

animals.

Keywords: Enterobacteriaceae, uterus, dogs, microbiota.



1. Introducéo

A piometra € uma doenca comum em cadelas e caracteriza-se por uma infeccao
bacteriana no Utero com manifestacfes clinicas locais e sistémicas que podem variar desde
descargas vulvares purulentas a peritonite, sepse e disfuncao de varios érgdos (Henriques et al.,
2014; Mistak et al., 2015; Hagman, 2018). Estudos sugerem que fatores hormonais podem
favorecer a ascensdo de microrganismos do trato intestinal do hospedeiro, porém a patogénese
da piometra ainda é pouco compreendida (Johnson, Stell e Delavari, 2001; Chen et al., 2003;
Coggan et al., 2008; Siqueira et al., 2009; Ghanbarpour e Akhtardanesh, 2012; Mateus et al.,
2013; Henriques et al., 2014; Miistak et al., 2015; Hagman, 2018).

Entre os agentes etioldgicos da piometra, Escherichia coli destaca-se como a principal
bactéria associada a infeccdo em cadelas e também em outras espécies, inclusive seres humanos
(Munson et al., 2002; McCain et al., 2009; Ikeda, Takahashi e Kurachi, 2013; Henriques et al.,
2014; Junginger et al., 2015; Kassé, Fairbrother e Dubuc, 2016; Castillo et al., 2018; Hagman,
2018; Rainey et al., 2018). Isolados patogénicos de E. coli sdo caracterizados em diferentes
patotipos, que variam de acordo com a presenca de fatores de viruléncia e conferem a elas o
potencial de infectar sitios especificos e causar danos ao hospedeiro (Chen et al., 2003; Kaper,
Nataro e Mobley, 2004; Siqueira et al., 2009; Mateus et al., 2013; Miistak et al., 2015). E. coli
patogénica extraintestinal (EXPEC) é o patotipo mais comum em infec¢Bes extraintestinais em
animais e seres humanos, causando meningites, pielonefrites, cistites e septicemias, além da
piometra (Russo e Johnson, 2000; Siqueira et al., 2009). Em cadelas, estudos demonstram que
EXPEC é encontrada em 82 a 100% dos casos de infeccdo uterina (Chen et al, 2003; Hagman,
2018). Nesses casos, as estirpes EXPEC isoladas de conteido uterino comumente possuem
fatores de viruléncia como adesinas, toxinas, sider6foros e protectinas (Chen et al., 2003;
Siqueira et al., 2009; Mateus et al., 2013; Henriques et al., 2014). Estudos sugerem ainda que
tais fatores desempenham um papel fundamental no desenvolvimento da piometra (Chen et al.,
2003; Siqueira et al., 2009; Ghanbarpour e Akhtardanesh, 2012; Mateus et al., 2013; Henrigues
et al., 2014).

Adicionalmente a pesquisa de genes de viruléncia, estudos com E. coli tém utilizado a
classificacdo dos isolados em filogrupos para entender melhor a dindmica de colonizacéo e
infeccdo por esse agente (Clermont et al., 2013). Os grupos filogenéticos de E. coli (A, B1, B2,
C, D, E e F) parecem estar associados a diversos fatores tais como hébitos alimentares de seus

hospedeiros, nichos ecologicos especificos e tendéncia a causar determinadas doencas
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(Clermont et al., 2013; Mistak et al., 2015). Nesse sentido, EXPEC isoladas de piometra
comumente agrupam-se ao filogrupo B2 e, em menor frequéncia, ao filogrupo D (Johnson e
Stell, 2000; Ghanbarpour e Akhtardanesh, 2012), filogrupos encontrados comumente em
infeccOes extraintestinais (Clermont et al., 2013).

Diversos estudos tém demonstrado a eliminacdo de EXPEC nas fezes de cées, sugerindo
que esses individuos possam atuar como reservatérios desse patdgeno para seres humanos e
animais (Johnson, Stell e Delavari, 2001; Smith, Fratamico e Gunther, 2007). Adicionalmente,
tém-se sugerido que infec¢Bes do trato urinario causadas por EXPEC em cdes originam-se de sua
prépria microbiota intestinal (Johnson, Stell e Delavari, 2001). Alguns autores tém proposto que
mecanismos similares ocorram nos casos de piometra por E. coli em cadelas, porém estudos
prévios estdo restritos principalmente a avaliacdo do contetdo uterino de cadelas infectadas e de
fezes de cadelas ndo acometidas pela enfermidade (Chen et al., 2003; Siqueira et al., 2009;
Mateus et al., 2013). Nao existem estudos, segundo a literatura consultada, comparando estirpes
de E. coli da microbiota intestinal de cdes com piometra causada por esse agente com estirpes

isoladas de cdes com piometra por outras bactérias.

2. Objetivos

Os objetivos do presente estudo foram determinar a frequéncia dos grupos filogenéticos
e fatores de viruléncia de estirpes de E. coli isoladas de conteudo uterino e fezes de cadelas com

piometra.

3. Revisdo de literatura

3.1. Piometra em cadelas

Piometra é definida como um acimulo de exsudato purulento no Utero ocorrendo em
diversas espécies animais e em seres humanos (Munson et al., 2002; McCain et al., 2009; Ikeda,
Takahashi e Kurachi, 2013; Henriques et al., 2014; Junginger et al., 2015; Kassé, Fairbrother e
Dubuc, 2016; Castillo et al., 2018; Rainey et al., 2018). Em cadelas, a piometra é a doenga
reprodutiva mais comum, acometendo até 25% das fémeas ndo castradas, e caracteriza-se por
uma infeccdo bacteriana no Utero que resulta em sinais clinicos locais e sistémicos (Chen et al.,
2003; Hagman et al., 2012; Fieni, Topie e Gogny, 2014; Hagman, 2018; Rautela et al., 2019).
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Estudos sugerem alguns fatores que predispGem a ocorréncia da doenca, tais como idade
superior a oito anos (Hagman et al., 2011; Jitpean et al., 2014). Em adicdo, algumas ragas
parecem mais predispostas, tais como Boxer, Chow Chow, Cocker Spaniel, Collie, Golden
Retriever, Labrador, Pinscher, Rottweiler, Sdo Bernardo e Schnauzer (Rautela et al., 2019),
acometendo até 50% das fémeas ndo castradas (Hagman et al., 2012).

Apesar da alta frequéncia na rotina clinica, a patogénese da piometra continua pouco
compreendida. Até o momento, sabe-se que ha o envolvimento de fatores hormonais e
bacterianos (Agostinho et al., 2014; Hagman, 2018). Autores sugerem que a progesterona,
durante a fase litea do ciclo estral, estimula a proliferacdo e secrecdo de glandulas endometriais,
a supressdo das contracGes miometriais e a diminuicdo da resposta imunoldgica uterina, o que
favoreceria a colonizagdo bacteriana (Fieni, Topie e Gogny, 2014; Prapaiwan et al., 2017,
Rautela et al., 2019). Os efeitos hormonais sdo amplificados ao longo da vida, o que pode
justificar a maior incidéncia em animais mais velhos (Rautela et al., 2019). Estudos indicam
ainda que o uso de hormonios esteroides, como 0 estrogénio, eleva o risco de piometra por
aumentar a resposta uterina a progesterona (Hagman, 2018). Mais recentemente, um trabalho de
inducdo experimental de piometra em cdes sugeriu que a infeccdo uterina por E. coli alteraria a
expressdo de receptores para horménios sexuais no Utero das cadelas, amplificando os fatores

hormonais que favorecem o crescimento bacteriano (Qian e Hou, 2017).

A cadela acometida pode apresentar variados sinais clinicos (Quadro 1), que surgem
normalmente entre 2 a 4 meses apds o estro (Agostinho et al., 2014; Fieni, Topie e Gogny,
2014; Mistak et al., 2015; Hagman, 2018). Entre os sinais clinicos, sabe-se que febre ou
hipotermia estdo associadas a um maior risco de desenvolvimento de peritonite, enquanto
depressdo geral moderada a severa e mucosas palidas estdo associadas a um maior tempo de
internacdo pos-operatoria (Jitpean et al., 2014). Sabe-se ainda que animais com piometra
fechada, quando ndo ha drenagem do exsudato pela cérvix, tem um quadro mais grave e com

maior risco de sepse (Jitpean et al., 2016).
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Quadro 1: Sinais clinicos mais observados em quadros de piometra em cadelas.

Sinais clinicos Frequéncia (%)
Depressdo 63-100
Corrimento vaginal 57-88
Sindrome da resposta inflamatoria sistémica 57-61
Polidria 34-73
Febre 32-50
Taquipnéia 32-40
Polidipsia 28-89
Dor a palpagéo abdominal 23-80
Taquicardia 23-28
Utero aumentado a palpacao 19-40
Mucosas anormais 16-76
Claudicacdo 16
Desidratacdo 15-94
Vomito 13-38
Abdodmen distendido 5
Hipotermia 3-10
Anorexia 2-15
Diarreia 0-27

*adaptado de Hagman (2018).

Assim, a piometra é considerada uma doenca de carater emergencial e que leva o animal
a obito em 5 a 25% dos casos, sobretudo nas cadelas em que o tratamento é postergado
(Agostinho et al., 2014; Fieni, Topie e Gogny, 2014; Jitpean et al., 2014; Mistak et al., 2015).
As principais consequéncias da piometra, e diretamente ligadas ao 6bito sdo a ruptura uterina,
nefropatia, peritonite, endotoxemia e sepse (Maddens et al., 2010; Mateus et al., 2013;

Henriques et al., 2014; Jitpean et al., 2014; Miistak et al., 2015; Rautela et al., 2019).

O diagnostico é comumente baseado no histérico, sinais clinicos e exames de imagem,
tais como radiografia e ultrassonografia abdominal. Alguns exames complementares, tais como
hemograma, leucograma e avaliacdo da funcdo hepéatica também auxiliam no diagnostico
(Quadro 2) (Henriques et al., 2014; Jitpean et al., 2014; Hagman, 2018; Rautela et al., 2019).
Entre as possiveis alteragdes nos exames adicionais, a leucopenia destaca-se pela associa¢éo
com casos de maior gravidade (Jitpean et al., 2014). Mais recentemente autores tem proposto a

utilizacdo da proteina C reativa como marcador para casos graves ou para diferenciar casos de
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piometra de aumentos de volume nédo infecciosos no uUtero (Pretzer et al., 2008; Dabrowski,
Kostro e Szczubial, 2013; Enginler et al., 2014; Jitpean et al., 2014-b).

Quadro 2: Achados laboratoriais mais frequentes em cadelas com piometra.

Achados laboratoriais Frequéncia (%)
Hipercolesterolemia 74
Aumento de AST 64
Leucocitose 61
Monocitose 60
Neutrofilia 55
Hipoalbuminemia 33
Bacteriuria 25
Aumento de ALT 22
Bilirrubinemia 21
Azotemia 5
Leucopenia 4

*adaptado de Jitpean et al. (2014) e Hagman (2018).

Entre os exames complementares, a cultura microbiolégica do conteldo uterino e o teste
de sensibilidade a antimicrobianos dos isolados permitem a identificagdo do patdgeno causador
e auxiliam na escolha da base mais adequada para cada paciente, permitindo um tratamento
direcionado e reduzindo o risco de selecdo de bactérias multirresistentes (Yoon et al., 2017;
Rautela et al., 2019). Porém, esses exames ndo sdo comumente solicitados e normalmente a
prescricdo é empirica. Acredita-se que o tempo necessario para obtencdo dos resultados (entre 2

a 8 dias) seja o principal limitante que reduz a solicitacdo desses exames (Hagman, 2018).

Uma grande variedade de bactérias pode estar envolvida na infeccdo uterina em cées.
Entre 0s microrganismos mais comuns, destacam-se representantes da familia
Enterobacteriaceae, principalmente E. coli e Klebsiella sp., e bactérias dos géneros
Streptococcus e Staphylococcus (Quadro 3). Interessantemente, 0s estudos reportam gue em até
25% dos quadros de piometra nenhum microrganismo é isolado (Yoon et al., 2017; Hagman,
2018). Entre as hipGteses possiveis para esse fendbmeno estd a eliminacdo do patdgeno pelo
sistema imune do hospedeiro, microrganismos que nao crescem normalmente nos meios de
cultivo utilizados para diagndstico de rotina, ou uso de antimicrobianos no pré-operatério (Yoon
etal., 2017).
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Quadro 3: Prevaléncia de espécies bacterianas comumente isoladas do contetdo uterino de

cadelas com piometra.

Microrganismo Prevaléncia (%0)
Escherichia coli 82-100
Sem crescimento microbiano 10-26
Streptococcus sp. 4-23
Staphylococcus sp. 2-15
Klebsiella sp. 2-14
Proteus sp. 1-4
Enterococcus sp. <1

*adaptado de Chen et al. (2003), Hagman (2018) e Rautela et al. (2019).

A ovariohisterectomia (OH) ¢ o tratamento de escolha nos casos de piometra. Uma vez
que a fonte de infeccdo é removida, o estado geral de saude do animal tende a se hormalizar em
até duas semanas (Agostinho et al., 2014; Jitpean et al., 2014; Hagman, 2018). A maior
desvantagem desse procedimento e a impossibilidade de reproducdo da cadela, fato de grande
relevdncia em casos em que o tutor possui interesse zootécnico no animal (Fieni, Topie e
Gogny, 2014). O tratamento exclusivamente farmacoldgico tem sido empregado em algumas
situacOes, como em reprodutoras jovens ou ainda quando a anestesia e cirurgia sao impossiveis
no momento (Jitpean et al., 2014; Sperling et al., 2018; Melandri, 2019). Os protocolos
baseiam-se na administracdo concomitante de esteroides com atividade antiprogestativa e
comumente antimicrobianos, buscando assim expelir ativamente o contetdo purulento do Gtero
e combater o crescimento bacteriano (Fieni, Topie e Gogny, 2014; Ros, Holst e Hagman, 2014;
Contri et al., 2015). A manutencdo da fertilidade é observada em 70% das pacientes tratados por
estes protocolos (Hagman, 2018). Deve-se destacar, porém, que o tratamento exclusivamente
medicamentoso ndo é indicado em cadelas com alguns sinais clinicos tais como febre,
hipotermia, insuficiéncia hepética e/ou renal, ou com suspeita de peritonite. Em adic&o, tais
protocolos podem apresentar ainda diversos efeitos colaterais, incluindo um percentual menor
de resolucéo clinica e uma taxa de recorréncia em torno de 29% (Fieni, Topie e Gogny, 2014;
Hagman, 2018).
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3.2. Escherichia coli

E. coli, bactéria gram-negativa, anaerébica facultativa, é o principal microrganismo
envolvido em quadros de piometra em cées e diversas espécies, inclusive em seres humanos
(Nataro e Kaper, 1998; Russo e Johnson, 2000; McCain et al., 2009; lkeda, Takahashi e
Kurachi, 2013; Henriques et al., 2014; Kassé, Fairbrother e Dubuc, 2016; Castillo et al., 2018;
Rainey et al., 2018). E encontrada, de forma predominante, como parte da microbiota intestinal
da maioria dos seres humanos e animais sendo, porém, responsavel por quadros infecciosos que
levam a elevados custos sociais e econdmicos na medicina humana e animal (Chen et al., 2003;
Abdallah, Cao e Wei, 2011; Dale e Woodford, 2015). Devido ao contato préximo entre seres
humanos e caes, autores enfatizam ainda que ha risco de transmissao interespécie dessa bactéria
(Coura et al.,, 2018). Alguns estudos que buscaram avaliar o risco supracitado, fizeram a
caraterizacdo e comparacao de estirpes de EXPEC isoladas do trato urinario de seres humanos e
também do trato urinario e fezes de cées, relatando uma alta similaridade genética desses
isolados (Low, 1988; Johnson et al., 2000; Chen et al., 2003).

3.2.1. Patotipos

Isolados de E. coli sdo comumente divididos em trés categorias principais compostas
por estirpes comensais, estirpes patogénicas intestinais (ou diarreiogénicas) e estirpes
patogénicas extraintestinais (Russo e Johnson, 2000; Clermont et al., 2013). Esses grupos se
diferem por diversas caracteristicas, destacando-se a presenca de fatores de viruléncia
especificos que levam a classificacdo em patotipos (Johnson e Steel, 2000; Abdallah, Cao e
Wei, 2011; Miistak et al., 2015; Coura et al., 2018). As estirpes de E. coli causadoras de doencas
intestinais sdo classificadas em varios patotipos, a saber: enterotoxigénica (ETEC),
enteropatogénica (EPEC), enterohemorragica (EHEC), produtora de toxina shiga (STEC),
necrotoxigénica (NTEC), enteroagregativa (EAEC), enteroinvasiva (EIEC) e difusamente
aderida (DAEC) (Nataro e Kaper, 1998; Russo e Johnson, 2000; Siqueira et al., 2009). Ja as
estirpes EXPEC sdo responsaveis por quadros em sitios diversos, tais como meningite neonatal,
prostatite, pielonefrite, cistite e piometra canina (Johnson e Steel, 2000; Russo e Johnson, 2000;
Abdallah, Cao e Wei, 2011; Dale e Woodford, 2015).

Mesmo ndo causando doencas entéricas, € sabido que estirpes de EXPEC podem

colonizar o trato intestinal (Russo e Johnson, 2000; Dale e Woodford, 2015) e, a partir dele,
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ascender ao trato geniturinario causando o quadro de infecgdo uterina em cadelas (Chen et al.,
2003; Siqueira et al., 2009; Agostinho et al., 2014; Dale ¢ Woodford, 2015; Miistak et al., 2015;
Hagman, 2018).

3.2.2. Fatores de viruléncia em estirpes de E. coli patogénica extraintestinal (ExPEC)

Estirpes do patotipo EXPEC possuem genes de viruléncia especificos que parecem estar
envolvidos na capacidade de infeccdo em sitios diversos de hospedeiros saudaveis (Johnson e
Steel, 2000; Siqueira et al., 2009; Henriques et al., 2014). Tais isolados sédo filogeneticamente e
epidemiologicamente distintos das estirpes comumente encontradas como comensais do
intestino ou aquelas causadoras de diarreias e outros distirbios gastrointestinais (Chen et al.,
2003; Abdallah, Cao e Wei, 2011; Coura et al., 2018). Estudos com isolados de E. coli oriundos
de piometra canina demonstram a presenca de diferentes genes que codificam diversas adesinas,
toxinas, fatores associados a aquisicao de ferro e fatores que determinam mecanismos de fuga
do sistema imune do hospedeiro (Siqueira et al., 2009; Abdallah, Cao e Wei, 2011; Mateus et
al., 2013; Maluta et al., 2014). Alguns autores defendem, inclusive, que o carreamento de certa
combinacdo de genes de viruléncia possa ser determinante para a severidade da piometra em

cadelas (Henriques et al., 2014).

Diversos fatores de viruléncia ja foram descritos em estirpes de E. coli do patotipo
EXPEC isoladas de varios sitios. Em estirpes oriundas de casos de piometra canina, alguns
fatores de viruléncia destacam-se por uma frequéncia estatisticamente maior do que em isolados
da microbiota intestinal de cdes saudaveis tais como, as adesinas fimbria tipo 1 (fimH), regido
central da fimbria tipo 1 (focG), fimbria tipo P (papC e papG) e fimbria tipo S (sfaS), toxinas a-
hemolisina (hlyA), fator necrosante citotdxico tipo 1 (cnf-1) e proteina uropatogénica especifica
(usp), sistemas de aquisicdo de ferro como o sideroforo aerobactina (iutA), e também protectinas
como 0 gene de sobrevivéncia ao soro (traT) (Johnson e Stell, 2000; Siqueira et al., 2009;
Mateus et al., 2013).

As adesinas sdo consideradas um dos mais importantes fatores de viruléncia desse
patotipo e exercem um papel fundamental na ocorréncia da infecgdo (Johnson e Steel, 2000;
Siqueira et al., 2009; Katouli, 2010; Agostinho et al., 2014; Henriques et al., 2014). De fato,
estudos in vitro demonstraram que estirpes de E. coli oriundas de casos de piometra canina

aderem com alta afinidade ao epitélio do trato urinario e reprodutivo (Chen et al., 2003).
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Acredita-se que os principais mediadores da adesdo nesses casos sdo a fimbria tipo 1, fimbria
tipo P e fimbria tipo S que também poderiam auxiliar na invasdo celular e promogdo da
inflamacéo (Johnson e Steel, 2000; Chen et al., 2003; Krekeler et al., 2012; Dale e Woodford,
2015).

Além de adesinas, as estirpes de EXPEC isoladas de conteido uterino de cadelas com
piometra apresentam alta prevaléncia de genes que codificam algumas toxinas tais como ao-
hemolisina, fator necrosante citotoxico tipo 1 e proteina uropatogénica especifica (Siqueira et
al., 2009; Henriques et al., 2014). Essas aumentam a patogenicidade da estirpe causando dano
tecidual, aumento da inflamacg&o uterina e destruicdo de células do sistema imune (Johnson e
Steel, 2000; Chen et al., 2003; Siqueira et al., 2009; Katouli, 2010; Henriques et al., 2014; Dale
e Woodford, 2015). Nesse contexto, a o-hemolisina destaca-se por, a0 mesmo tempo,
comprometer o epitélio uterino e reduzir a secrecdo de algumas quimiocinas importantes para o

estabelecimento da resposta imune (Henriques et al., 2016).

Mecanismos para aquisicdo de ferro, como o sideréforo aerobactina, sdo importantes
para instauracdo e manutencdo de infeccdo em drgdos onde a presenca desse metal, essencial
para a replicacdo bacteriana, é limitada (Chen et al., 2003; Siqueira et al., 2009; Henriques et al.,
2014; Dale e Woodford, 2015). Ja as protectinas podem aumentar a viruléncia da bactéria
promovendo a invasdo de células endoteliais e evitando o sistema imune do hospedeiro atraves
da modificacdo de proteinas de superficie, possibilitando assim, a disseminacdo em diversos
6rgdos (Kanukollu et al., 1985; Johnson e Steel, 2000).

Em suma, existem diferentes combinacdes possiveis dos genes de viruléncia e, por meio
de sua determinacdo, é possivel predizer se a estirpe é virulenta ou ndao, aumentando a
especificidade do diagndstico e permitindo estudos relacionados a epidemiologia e patogénese
das infecgOes por E. coli (Nataro e Kaper, 1998; Dale e Woodford, 2015).

3.2.3. Filogrupos

Em adigdo a pesquisa de fatores de viruléncia e classificagdo em patotipos, as relagdes
filogenéticas entre estirpes de E. coli também tem sido muito utilizada para estudar os padrdes
de colonizagdo e a epidemiologia das infecgdes por E. coli (Miistak et al., 2015). Diversas
metodologias podem ser utilizadas para estudar tais relacdes de estirpes, sendo que a tipificacdo

de sequéncias multilocus (MLST) e o sequenciamento completo do genoma (WGS) as técnicas
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de alta resolugdo mais empregadas (Clermont, Gordon e Denamur, 2015). Mais recentemente,
uma técnica baseada em reacdes em cadeia da polimerase (PCR) tem sido muito utilizada pela
facilidade de execucdo, rapidez, baixo custo e boa correspondéncia com a técnica de MLST
(Clermont et al., 2013; Dale e Woodford, 2015). Esta metodologia permite classificar as estirpes
de E. coli em diferentes filogrupos (A, Bl, B2, C, D, E e F) que diferem entre si quanto a
caracteristicas fenotipicas e bioquimicas, perfil de susceptibilidade a antimicrobianos, tamanho
do genoma, fonte de isolamento, e frequéncia e variedade de genes de viruléncia, guardando,
portanto, certa correspondéncia também com a classificacdo em patotipos (Figura 1) (Clermont
et al., 2013; Miistak et al., 2015).

Figura 1: Relagdo entre os filogrupos identificados por MLST em estirpes de E. coli da cole¢ao

de referéncia em comparagdo com E. fergusonii.

*adaptado de Tenaillon et al. (2010).

Os casos de infeccdes extraintestinais por E. coli comumente séo causados por isolados

dos filogrupos B2, D, E e F (Schmidt et al., 2015). No caso especifico de piometra em cadelas,
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os filogrupos B2 e D parecem ser os mais frequentes, correspondendo entre 46 a 93% e 0 a 10%
dos isolados, respectivamente (Mateus et al., 2013; Liu et al., 2017). Por outro lado, estirpes
comensais de E. coli em cdes sdo, em sua maioria, classificadas nos grupos filogenéticos B1 e A
(Mateus et al., 2013; Miistak et al., 2015; Liu et al., 2017; Coura et al., 2018).

3.3. EXPEC e a microbiota intestinal

O trato intestinal de cées é colonizado por E. coli logo apds o nascimento e ao longo de
sua vida, sendo considerado um possivel reservatério tanto de estirpes de E. coli que causam
infeccOes entéricas quanto extraintestinais (Siqueira et al., 2009; Coura et al., 2018). Devido a
essa observacdo, acredita-se que tais bactérias envolvidas na piometra canina conseguem
ascender do trato intestinal causando a infeccdo uterina, mas a patogénese da doenca é pouco
compreendida (Chen et al., 2003; Siqueira et al., 2009; Mateus et al., 2013; Agostinho et al.,
2014; Miustak et al., 2015).

Alguns autores hipotetizam que, mesmo se em baixa concentracdo na microbiota
entérica, estirpes EXPEC seriam capazes de colonizar outros sitios do hospedeiro gracas a
presenca de fatores de viruléncia especificos que garantem vantagem seletiva (Katouli, 2010;
Bahadori et al, 2019). H4, porém, outra linha de pensamento que defende que estirpes que
causam uma infeccdo sdo predominantes quantitativamente na microbiota intestinal,
possivelmente até menos patogénicas, mas que poderiam superar as defesas imunolégicas do
hospedeiro, colonizar outros 6rgdos e causar a infeccdo (Johnson et al., 2003; Katouli, 2010;
Bahadori et al, 2019).

Até o momento, grande parte dos estudos sobre E. coli em casos de piometra focaram
exclusivamente na comparacdo dos isolados do conteldo uterino de cadelas acometidas com
estirpes isoladas da microbiota intestinal de cdes saudaveis (Chen et al., 2003; Sigueira et al.,
2009; Mateus et al., 2013; Agostinho et al., 2014). Estes estudos demonstraram que, quando
comparadas a isolados de fezes de cédes saudaveis, as estirpes de E. coli isoladas do contetdo
uterino de cadelas com piometra pertencem com maior frequéncia ao filogrupo B2 e possuem,
também com maior frequéncia, genes de viruléncia associados a EXPEC tais como codificadores
da fimbria tipo I e tipo P, a-hemolisina, fator necrosante citotoxico tipo 1 e proteina
uropatogénica especifica. Esses achados sugerem que alguns desses fatores de viruléncia, sendo

todos, podem desempenhar um papel importante na patogénese da doenca. Em adicdo, 0s
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autores demonstraram que cdes saudaveis apresentam sua microbiota intestinal, mesmo que
eventualmente, estirpes com essas caracteristicas, sendo, portanto, considerados possiveis
reservatorios de EXPEC para animais e seres humanos (Chen et al., 2003; Siqueira et al., 2009;
Mateus et al., 2013; Agostinho et al., 2014).

Apesar de estudos prévios avaliando as caracteristicas de E. coli, os principais
mecanismos associados a ocorréncia de piometra canina por esse agente e sua relacdo com a
microbiota intestinal do proprio animal ainda ndo sdo bem estabelecidos. De fato, de acordo
com nosso conhecimento, inexistem trabalhos avaliando se uma colonizagdo intestinal por
EXPEC aumenta o risco de ocorréncia especificamente de piometra canina. Se confirmada tal
hipotese, estudos avaliando quais fatores influenciam no estabelecimento de uma microbiota
intestinal com esse patotipo poderdo auxiliar na prevencdo da ocorréncia dessa infeccdo em

caes.

Portanto, estirpes de E. coli isoladas do contetido uterino de cadelas com piometra séo
comumente do patotipo EXPEC e do grupo filogenético B2. Apesar de ndo causar doencas
intestinais, as estirpes EXPEC sdo encontradas eventualmente colonizando o trato intestinal
canino, tornando o animal um reservatério desse patdgeno. Acredita-se que a colonizacao
intestinal por E. coli EXPEC seria um fator de risco para a ocorréncia de piometra por esse
agente, porém até o momento essa associacdo ndo foi confirmada e ndo sdo conhecidos os
fatores determinantes que favoreceriam a colonizacdo por esse patotipo especifico. Deve-se
salientar ainda que essa colonizagdo pode ter significado também para a saude publica ja que

estirpes de EXPEC de seres humanos e animais apresentam marcante similaridade.

4. Material e métodos
4.1. Amostragem

Uma amostragem nao probabilistica por conveniéncia foi realizada entre marco de 2018
e margo de 2019. Um total de 55 cadelas diagnosticadas com piometra e submetidas a cirurgia
OH no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG) foram incluidas
no estudo. Imediatamente ap0s a cirurgia, foi realizada a puncéo aspirativa do contetdo uterino
e, em seguida, um suabe foi introduzido na ampola retal das cadelas amostradas (Johnson et al.,
2003). No total, 110 espécimes clinicos foram mantidos resfriados a 4°C até o processamento

no Laboratorio de Bacteriose e Pesquisa da Escola de Veterinaria da UFMG.
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Todos os procedimentos foram previamente aprovados pela Comissdo de Etica no Uso
de Animais da UFMG, protocolo n°® 51/2015.

4.2. Isolamento bacteriano

O plaqueamento do contetdo uterino (aproximadamente 10uL) e suabe retal foram
realizados em agar Mueller Hinton (Kasvi, Italia) suplementado com sangue equino (5%) e em
agar MacConkey (Kasvi, Italia) e incubados a 37°C durante 24hr em aerobiose e anaerobiose.
Para cada espécime clinico, até trés unidades formadoras de colnias (UFC) sugestivas de E.
coli (fermentadoras de lactose) foram subcultivadas em &gar Infusdo Cérebro-Coracdo (BHI,
Kasvi, Italia) e posteriormente armazenadas a -20°C em caldo BHI (Kasvi, Italia) acrescido de
glicerina (15%) a -20°C (Chen et al., 2003; Siqueira et al., 2009). Isolados bacterianos ndo
sugestivos de E. coli foram avaliados com equipamento de espectrometria de massas (MALDI-

ToF, Bruker Daltonics, Alemanha) para determinacdo da espécie (Sauget et al., 2014).

4.3. Extracdo de DNA e identificacé@o da espécie

A extracdo de DNA das estirpes foi realizada pelo método da guanidina (Pitcher,
Saunders e Owen, 1989). A verificacdo da qualidade foi realizada por espectrofotometria
(Sambrook et al., 1989) e padronizou-se a concentragdo a 50ng/pL. Para confirmagdo da
identidade das estirpes de E. coli, foi realizada PCR com amplificacdo do gene espécie-
especifico gadA/B (McDaniels et al., 1996).

4.4. Determinacao dos filogrupos dos isolados de E. coli

Os isolados de E. coli tiveram seus grupos filogenéticos (A, B1, B2, C, D, E e F)
determinados por PCR de acordo com a amplificagdo ou ndo de genes alvo (arpA, chuA, yjaA e
o fragmento de DNA TspE4.C2) (Clermont et al., 2013).

4.5. Deteccdo dos fatores de viruléncia dos isolados de E. coli

Foram pesquisados dez genes codificadores de fatores de viruléncia tipicos de EXPEC, a

saber: fimbria tipo | (fimH), regido central de fimbria tipo I (focG), fimbria tipo P (papC e papG
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alelo 11 e 111), fimbria tipo S (sfaS), a-hemolisina (hlyA), fator necrosante citotoxico tipo 1 (cnf-

1), proteina uropatogénica especifica (usp), aerobactina (iutA) e sobrevivéncia sérica (traT)

(Johnson e Steel, 2000; Siqueira et al., 2009). As reactes de PCR do presente estudo foram

realizadas com tampdo 1X (Green GoTaq Flexi Buffer, Promega, USA), 1,5mM de MgCl,,
0,2mM de dNTP e 2U de tag DNA polimerase (GoTag, Promega, USA). Os genes de viruléncia

pesquisados, concentracdo e desenho de cada iniciador, tamanho dos produtos e referéncias

bibliogréficas estdo descritos no quadro 4.

Quadro 4: Genes de viruléncia pesquisados, concentracao ([ ]) e desenho de cada iniciador,

tamanho dos produtos (pb) e referéncias bibliogréaficas.

Gene Iniciador Sequéncia de oligonucleotideos 5'-3' [] pb Referéncia
PCR espécie-especifica
gadA/B F CCAAAAGCCAGACAGAGT
gadA/B 0,6 uM 623 McDaniels et
gadA/B R GCACAGCACATCCCCAAAGAG al. (1996).
PCR para determinacao do filogrupo
AceK.f AACGCTATTCGCCAGCTTGC
arpA 1,0 uM 400
ArpAlr TCTCCCCATACCGTACGCTA
chuA.1b ATGGTACCGGACGAACCAAC
chuA 1,0 uM 288
chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
yiaAlb  CAAACGTGAAGTGTCAGGAG C'e”gé’{‘; etal.
vjaA 1L,0uM 211 (2013).
yjaA.2b AATGCGTTCCTCAACCTGTG
TspE4C2.1b CACTATTCGTAAGGTCATCC
TspE4.C2 20uM 152
TspE4C2.2b AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
PCR para identificacdo dos fatores e viruléncia
fimH FimH f TGCAGAACGGATAAGCCGTGG 1,0 uM 508
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FimH r GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA

traT f GGTGTGGTGCGATGAGCACAG
traT 1,0 uM 290
traTr CACGGTTCAGCCATCCCTGAG

AerJf  GGCTGGACATCATGGGAACTGG
iutA 1,0uM 300
Aerlt  CGTCGGGAACGGGTAGAATCG

hlyl ~ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA
hlyA LouM 1177
hly2 ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA

PapCf GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA
papC 0,5 uM 200
PapCr ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA

Johnson e
Steel (2000).

focG f CAGCACAGGCAGTGGATACGA
focG 1,0 uM 360
focG r GAATGTCGCCTGCCCATTGCT

papG pG f CTGTAATTACGGAAGTGATTTCTG

(ITell)  hGgr  ACTATCCGGCTCCGGATAAACCAT

1,0pM 1170

SfaS f GTGGATACGACGATTACTGTG
sfaS 0,5 uM 240
SfaSr CCGCCAGCATTCCCTGTATTC

cnfl AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG
cnf-1 1,0 uM 498
cnf2 TGGAGTTTCCTATGCAGGAG

uspF ATGCTACTGTTTCCGGGTAGTGTGT
usp 1,0 uM 1000
uspR  CATCATGTAGTCGGGGCGTAACAAT

Siqueira et al.
(2009).

Apos reacdo de amplificacdo em termociclador (Life Technologies, EUA), os produtos
amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (2%) com tampdo Tris-borato-
EDTA (1X) corado com brometo de etidio (Sigma-Aldrich, EUA) a 1ug/uL e visualizados com

auxilio de equipamento de transiluminagdo UV (Loccus Biotecnologia, Brasil).

4.6. Analise estatistica

Os resultados foram analisados no programa Stata/SE 12.0 (STATA, 2011). Para a

andlise da associacdo entre filogrupos, fatores de viruléncia de E. coli e as variaveis categoéricas
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relacionadas as origens das amostras (conteido uterino e fezes de animais positivos e negativos
para E. coli no conteldo uterino), foi realizado o teste de qui-quadrado e/ou exato de Fisher.
Variaveis com resultados de p < 0,05 foram consideradas estatisticamente significativas as
caracteristicas analisadas (Thrusfield e Christley, 2018).

5. Resultados

Estirpes de E. coli foram isoladas das fezes de 45 (81,8%) das 55 cadelas amostradas no
presente estudo. Trinta animais (54,5%) foram positivos para E. coli no contetdo uterino, 30,6%
apresentaram outro patégeno e em 14,5% nenhum microrganismo foi isolado do contetdo

uterino (Figura 2).

B Escherichia coli

M Sem cresam ento microbiano

B Staphylococcus pseudinterm edius
M Streptococcus camis

® Enterococcus faecalis

m Klebsiella pneum oniae

= Enterococcus cloacae

W Proteus mirabilis

Streptococcus agalactiae

Figura 2: Frequéncia das espécies bacterianas isoladas do contetido uterino de cadelas com

piometra.

Considerando que foram coletadas até trés UFC por espécime clinico, obteve-se um
total de 225 isolados de E. coli, sendo 90 (40%) de contetido uterino e 135 (59,9%) das fezes.
Entre as estirpes de isoladas das fezes, 75 (33,3%) foram obtidas do suabe retal de cadelas
positivas para E. coli no conteido uterino e 60 (26,6%) foram obtidas do suabe retal de cadelas
negativas para E. coli no conteddo uterino (positivas para outros microrganismos ou sem

crescimento microbiano).
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Os filogrupos de E. coli mais encontrados nas amostras clinicas (fezes e contetido
uterino) foram Bl (17,7%) e B2 (64,4%), correspondendo a um total de 82,1% do total de
isolados analisados (Tabela 1). Seis (2,6%) estirpes ndo foram classificadas de acordo com a
metodologia proposta por Clermont et al. (2013), todas isoladas da mesma cadela. Dos sete
grupos filogenéticos de E. coli, apenas o filogrupo D ndo foi identificado no presente estudo.
Deve-se destacar que estirpes B2 predominaram entre os isolados oriundos do contedo uterino.
Em adicéo, cadelas que apresentaram piometra por E. coli foram mais propensas a apresentar o
filogrupo B2 nas fezes, enquanto aquelas que apresentaram piometra por outros agentes
bacterianos possuiam uma maior frequéncia isolados do filogrupo B1 e F em suas fezes (Figura
3).

Tabela 1: Numero de isolados e frequéncia (%) de filogrupos de E. coli identificados no

contetido uterino e fezes de cadelas com piometra.

. Suabe retal
Filogrupo Conteudo i i Total
grup uterino Cadelas com piometra por ~ Cadelas com piometra
Escherichia coli por outro patégeno
A 0 2 (2,6%) 5 (8,3%) 7 (3,1%)
B1 0 16 (21,3%) 24 (40,0%0)* 40 (17,7%)
B2 81 (90,0%) 46 (61,3%)* 18 (30,0%0) 145 (64,4%)
C 0 1(1,3%) 0 1 (0,4%)
D 0 0 0 0
E 6 (6,6%) 7 (9,3%) 6 (10,0%) 19 (8,4%)
F 0 0 7 (11,6%)* 7 (3,1%)
Nao 0, 0, 0,
classificado 3 (3.3%) 3 (4,0%) 0 6 (2,6%)
Total 90 75 60 225

* Valores em destaque indicam diferengas estatisticas ao teste exato de Fisher (p < 0,05) ao comparar as

amostras de fezes obtidas do suabe retal.

28



100

90

O
D

80

60 \; 61,3

50 \ B1
40 40 ——B2

F
30 30

Prevaléncia dos filogrupos (%)

2 L
10 // 11,6
0 0 0

U

Conteldo uterino Suabe retal (presenca de Suabe retal (auséncia de
Escherichia coli na Escherichia coli na
piometra) piometra)

Figura 3: Frequéncia dos filogrupos B1, B2 e F de E. coli identificados no contetdo uterino e

fezes de cadelas com piometra por E. coli ou por outros agentes.

Todos os genes de viruléncia pesquisados foram encontrados no presente estudo (Tabela
2). Os genes papC, hlyA, papG, cnf-1, usp e sfaS foram mais frequentemente detectados em
estirpes obtidas de conteldo uterino em comparacdo com amostras de suabe fecal (Figura 5).
Especificamente os genes de viruléncia papC, papG e usp foram mais frequentes nas fezes das
cadelas com infeccéo uterina por E. coli que nos isolados dessa bactéria obtidos de cadelas com
piometra por outros patdgenos (Figura 4).
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Tabela 2: Numero de isolados e frequéncia (%) de fatores de viruléncia de E. coli identificados

no contetido uterino e fezes de cadelas com piometra.

Fatores de id . - - Total
virulencia Conteudo uterino  cadelas com piometra por  Cadelas com piometra por ota
Escherichia coli outro patogeno
Adesinas
fimH 90 (100%) 75 (100%) 60 (100%) 225 (100%)
focG 44 (48,8%) 35 (46,6%) 18 (30%) 97 (43,1%)
papC 44 (48,8%) 27 (36%)* 10 (16,6%06) 81 (36%)
papG 40 (44,4%) 21 (28%)* 7 (11,6%0) 68 (30,2%)
sfaS 12 (13,3%) 5 (6,6%) 1 (1,6%) 18 (8%)
Toxinas
cnf-1 33 (36,6%) 17 (22,6%) 9 (15%) 59 (26,2%)
hlyA 43 (47,7%) 23 (30,6%) 10 (16,6%) 76 (33,7%)
usp 24 (26,6%) 12 (16%)* 0 36 (16%)
Sistema de aquisicdo de ferro
iutA 21 (23,3%) 23 (30,6%) 15 (25%) 59 (26,2%)
Protectinas
traT 58 (64,4%) 44 (58,6%) 42 (70%) 144 (64%)
Total 90 75 60 225

* Valores em destaque indicam diferencas estatisticas ao teste exato de Fisher (p < 0,05) ao comparar as

amostras de fezes obtidas do suabe retal.
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Figura 4: Frequéncia de deteccao dos genes de viruléncia papC, papG e usp em isolados de E.
coli identificados no contetdo uterino e fezes de cadelas com piometra por E. coli ou por outros

agentes.
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em isolados de E. coli identificados no contetdo uterino e fezes de cadelas com piometra por E.

coli ou por outros agentes.

6. Discussao

A diferenciagdo em grupos filogenéticos e a pesquisa de fatores de viruléncia tém sido
amplamente utilizadas em estudos com E. coli, ajudando a elucidar a epidemiologia das
infecgdes € mesmo a dinamica de colonizagdo dessa bactéria (Clermont et al., 2013; Miistak et
al., 2015). Estudos prévios demonstram que estirpes isoladas da microbiota intestinal de céaes
saudaveis comumente enguadram-se nos grupos filogenéticos B1 e A, enquanto estirpes
patogénicas extraintestinais de E. coli isoladas de quadros de piometra e cistite canina tendem a
agrupar-se principalmente nos filogrupos B2 e D (Mateus et al., 2013; Miistak et al., 2015;
Schmidt et al., 2015; Liu et al., 2017; Coura et al., 2018). De fato, no presente estudo, o
filogrupo B2 foi o mais frequente no conteldo uterino de cadelas com casos clinicos de

piometra (Figura 3), correspondendo a 90% dos isolados. Essa frequéncia é similar a encontrada
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em trabalhos anteriores com piometra canina (Mateus et al., 2013; Henriques et al., 2014;
Miistak et al., 2015) e sugere uma alta capacidade de estirpes do filogrupo B2 de colonizar o
Utero de cadelas. Esses resultados corroboram ainda trabalhos com estirpes de E. coli isoladas
casos de cistite e infeccdo de feridas em seres humanos, o que reforga ainda o risco de cées
agirem como possiveis reservatérios com possivel impacto na saude publica (Johnson et al.,
2001-b; Crémet et al., 2012; Mateus et al., 2013; Henriques et al., 2013; Osugui et al., 2014).
Por outro lado, estirpes de E. coli isoladas de bovinos com metrite tendem a se agrupar nos
filogrupos A e B1, além de apresentarem uma menor frequéncia de fatores de viruléncia em
comparagdo com isolados de infeccdo uterina em cadelas, o que, de acordo com 0s autores,
explicaria em parte as diferencas na gravidade da infeccdo uterina nessas duas espécies

domeésticas (Henriques et al., 2014).

Apesar da patogénese da piometra ser pouco esclarecida, estudos sugerem que O
intestino é a fonte principal de estirpes de E. coli para o Gtero (Chen et al., 2003; Siqueira et al.,
2009; Mateus et al., 2013; Agostinho et al., 2014; Hagman, 2018). O presente trabalho reforca
essa hipétese jA que cadelas com piometra por E. coli foram mais propensas a apresentar
isolados do filogrupo B2 nas fezes, enquanto em cadelas que ndo apresentaram piometra por E.
coli ha uma tendéncia de isolamento dos filogrupos Bl e F (Figura 3), tipicos da microbiota
intestinal canina (Mateus et al., 2013; Miistak et al., 2015; Schmidt et al., 2015; Liu et al., 2017,
Coura et al., 2018). Considerando que E. coli é responsavel pela maioria dos casos de piometra
(Munson et al., 2002; Chen et al., 2003; McCain et al., 2009; Ikeda, Takahashi e Kurachi, 2013;
Henriques et al., 2014; Junginger et al., 2015; Kassé, Fairbrother e Dubuc, 2016; Castillo et al.,
2018; Hagman, 2018; Rainey et al., 2018), estudos futuros devem esclarecer se a simples
presenca de E. coli do filogrupo B2 aumentaria o risco de ocorréncia de piometra nesses
animais. Se confirmada tal hip6tese, entender os fatores que alteram a microbiota e favorecem o
estabelecimento do filogrupo B2 no intestino podem ser de grande importancia para o controle e

prevencdo de piometra em caes.

Outra caracteristica marcante de estirpes patogénicas extraintestinais, além de seu
comum agrupamento no filogrupo B2, é a presenca de determinados fatores de viruléncia que
permitem infecgdes em locais diversos (Miistak et al., 2015). Fatores de viruléncia que
promovem adesdo e colonizagdo do agente, sobretudo fimbrias, sdo considerados de grande
relevancia para o estabelecimento de infeccdo por estirpes de E. coli no ambiente uterino de

cadelas (Siqueira et al., 2009; Krekeler et al., 2013). Estudos demonstram que a simples
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inativacdo de algumas adesinas, como as fimbrias tipo 1 (fimH), P (papC e papG) e S (sfaS)
resulta em consideravel reducdo da ligacdo bacteriana a linhagens celulares do endométrio
canino, reforcando a importancia desses fatores na patogénese da doenca (Krekeler et al., 2013).

No presente estudo, os genes de viruléncia codificadores de fimbria tipo P, a-
hemolisina, fator necrosante citotdxico tipo 1, proteina uropatogénica especifica e fimbria tipo S
foram encontrados com maior frequéncia em amostras de E. coli obtidas a partir do contetido
uterino em relacdo aos demais fatores de EXPEC pesquisados (Figura 5), resultado similar
encontrado em outros estudos com isolados de cadelas com infec¢do uterina mas também de
seres humanos com infecgdo no trato urinario (Johnson et al., 2000; Chen et al., 2003; Siqueira
et al., 2009; Ghanbarpour e Akhtardanesh, 2012; Mateus et al., 2013; Agostinho et al., 2014).
Esse resultado reforca a hipétese de que alguns fatores de viruléncia uropatogénicos estdo
associados na ocorréncia de piometra por E. coli em cadelas. Interessantemente, estirpes de E.
coli isoladas das fezes de cadelas com piometra por esse agente foram mais comumente
positivas para genes de viruléncia que codificam fimbrias tipo P e proteina uropatogénica
especifica quando comparadas a estirpes de E. coli isoladas de animais com piometra por outros
agentes bacterianos (Figura 4). Esse resultado corrobora os achados na pesquisa de filogrupo e
reforca a possivel ligacdo de uma colonizacdo intestinal especifica com a ocorréncia de

piometra por E. coli em cadelas.
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Especificamente as adesinas fimbriais do tipo P (codificadas pelos genes papC e papG)
sdo importantes para adesdo e colonizacdo de E. coli no endométrio, sendo frequentemente
encontrados em estirpes que colonizam o trato urogenital de cadelas (Chen et al., 2003; Siqueira
et al., 2009). A adesina codificada pelo gene papG apresenta variantes da molécula, sendo
pesquisados neste estudo as de classe Il e Ill, encontradas em quadros de pielonefrite e cistite
por E. coli, respectivamente, inclusive em quadros de infec¢do do trato urinario associado a
piometra (Siqueira et al., 2009). Neste estudo, os genes papC e papG foram encontrados em
48,8% e 44,4% dos isolados de contetdo uterino, respectivamente. Essa frequéncia é similar ao
identificado em outros trabalhos realizados em cadelas com isolados de piometra (Chen et al.,
2003; Coggan et al., 2008; Siqueira et al., 2009; Henriques et al., 2014; Maluta et al., 2014). Por
outro lado, o gene codificador da adesina fimbrial do tipo S (sfaS), também importante fator de
adesdo ao epitélio urogenital, foi encontrada em 13,3% de isolados obtidos de contetdo uterino,
frequéncia relativamente menor que outros estudos (Chen et al., 2003; Coggan et al., 2008;
Siqueira et al., 2009; Ghanbarpour e Akhtardanesh, 2012).

Adicionalmente as adesinas, acredita-se que outros fatores de viruléncia sdo também
responsaveis pela patogenicidade de E. coli na ocorréncia da piometra (Siqueira et al., 2009).
Estudos prévios apontam que EXPEC obtidas de conteldo uterino de cadelas com piometra
comumente expressam genes codificadores de toxinas como a a-hemolisina (hlyA), fator
necrosante citotoxico tipo 1 (cnf-1) e proteina uropatogénica especifica (usp) (Siqueira et al.,
2009; Henriques et al., 2014). O gene codificador da toxina fator necrosante citotéxico tipo 1,
detectado no conteldo uterino em frequéncia similar a outros estudos (Chen et al., 2003;
Siqueira et al., 2009; Ghanbarpour e Akhtardanesh, 2012; Mateus et al., 2013; Maluta et al.,
2014), é responsavel por induzir a reorganizacdo de microfilamentos de actina em células
eucarioticas, além de facilitar a invasdo bacteriana na corrente sanguinea e causar a apoptose de
células epiteliais, como as da bexiga (Siqueira et al., 2009). Similarmente a hlyA e cnfl, o gene
usp foi também identificado em elevadas frequéncias no contetdo uterino (26,6%) e fezes de
cadelas com piometra por E. coli (16%) (Figura 5). Essa proteina € comumente detectada em
estirpes de EXPEC associadas a piometra em cadelas, com frequéncia que varia de 17,7 a
69,2%, sendo possivelmente responsavel a um aumento da infectividade por atuar como uma

bacteriocina (Siqueira et al., 2009; Henriques et al., 2014).
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Pesquisas sobre a comparacdo de filogrupos e fatores de viruléncia de E. coli de
diferentes origens aumentaram ao longo dos ultimos anos, porém muitas lacunas permanecem
obscuras sobretudo para os quadros infecciosos de cées. Estudos prévios relataram estirpes do
filogrupo B2 com fatores de viruléncia tipicos de EXPEC em amostras de fezes de cées
saudaveis, demonstrando que o trato intestinal pode abrigar, mesmo que em baixa frequéncia
relativa, estirpes potencialmente causadoras de piometra e outras infeccOes extraintestinais
(Chen et al., 2003; Siqueira et al., 2009; Mateus et al., 2013; Agostinho et al., 2014; Coura et al.,
2018). Ao mesmo tempo os trabalhos, incluindo o estudo atual, tem demonstrado claramente a
importancia desses isolados em quadros de piometra canina e de infec¢bes urinarias em seres

humanos e cédes (Johnson et al., 2000-b).

No presente trabalho demonstramos, pela primeira vez na literatura, que cdes com
piometra por E. coli sdo mais frequentemente colonizados por estirpes do filogrupo B2 e com
fatores de viruléncia tipicos de EXPEC, sugerindo que a colonizagdo por esse agente seria um
fator de risco para ocorréncia da infeccdo em cdes. Dessa forma, o presente estudo fornece
informacgbes epidemioldgicas relacionadas aos grupos filogenéticos e fatores de viruléncia de
isolados de E. coli oriundos do conteddo uterino e microbiota intestinal, auxiliando no
entendimento da patogénese da piometra por esse agente. Considerando que E. coli é
responsavel pela maioria dos casos de piometra (Chen et al., 2003; Siqueira et al., 2009;
Ghanbarpour e Akhtardanesh, 2012; Mateus et al., 2013; Maluta et al., 2014; Hagman, 2018),
estudos futuros devem esclarecer se a simples presenca de E. coli do filogrupo B2 e com fatores
de viruléncia tipicos de EXPEC aumentaria o risco de ocorréncia de infec¢do uterina nesses
animais. Se confirmada tal hipétese, entender os fatores que alteram a microbiota e favorecem o
estabelecimento do filogrupo B2 no intestino podem ser de grande importancia para o controle e
prevencdo de piometra em cdes. Deve-se salientar ainda que diversos estudos demonstram a
importancia de cdes como reservatorio de EXPEC, patotipo comum em infecgdes de feridas
cirdrgicas, meningite neonatal, bacteremia gram-negativa, pielonefrite e cistite em humanos e
animais (Johnson e Stell, 2000; Johnson, Stell e Delavari, 2001; Smith, Fratamico e Gunther,
2007). Dessa forma, entender melhor a dindmica de colonizagdo e infecgdo por EXPEC em cées

tem potencial também na salde publica.
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7. Conclusao

O presente trabalho demonstrou a elevada frequéncia de estirpes pertencentes ao
filogrupo B2 e carreadoras de fatores de viruléncia associados a EXPEC em isolados de
conteudo uterino de cadelas com piometra. Em adicédo, o presente trabalho encontrou uma maior
frequéncia dessas estirpes nas fezes de cadelas com piometra por E. coli em comparacgdo a
cadelas com piometra por outros microrganismos, sugerindo que a colonizacdo intestinal por

tais tipos de E. coli poderia configurar um fator de risco para ocorréncia de piometra em cées.
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