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RESUMO

A bactéria Escherichia coli € um microorganismo pertencente a microbiota normal de
animais e humanos. Os patotipos de E.coli podem estar presentes no trato gastrintestinal
dos animais carreando genes diarreiogénicos (enterotoxinas e adesinas), sem que estes
estejam manifestando sinais de diarréia. A proximidade entre humanos e animais pode
ser determinante para a transmissao inter-espécie de cepas que contém genes envolvidos
nos mecanismos de patogenicidade do agente. O presente trabalho teve como objetivo
detectar os genes STa (toxina termoestavel), K99 (F45), Intimina (eae), Stx1(Toxina Shiga
1), bem como realizar o antibiograma de 48 isolados obtidos de coletas de suabe retal de
50 cdes, atendidos no Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia. Nas amostras
testadas nenhum isolado foi positivo para STa e K99. Foram encontrados 21 isolados
positivos para Stx1(43,75%) e 14 isolados positivos (29,2%) para gene de Intimina. O
perfil de sensibilidade aos antimicrobianos também foi analisado para os seguintes
farmacos: Sulfazotrim, Azitromicina, Enrofloxacina, Ceftiofur, Amoxicilina+Clavulanato,
Doxiciclina, Ampicilina, Cefalexina. Os antibi6éticos que apresentaram maiores percentuais
de resisténcias foram: Ampicilina (25%) Doxiciclina (22,9%) e Cefalexina (20,8%). Ja
agueles que demonstraram maiores percentuais de sensibilidade foram Sulfazotrim
(87,5%), Azitromicina (85,41%) e Enrofloxacina (77%).

Palavras chave: caes, enterotoxinas, E.coli, genes.

Xiii



ABSTRACT

The bacterium Escherichia coli is a microorganism inhabitant of the normal microbiota
of animals and humans. Pathotypes of E.coli may be present in the gastrointestinal tract
of animals hustling genes that cause diarrhea, (enterotoxins and adhesin)s, they are not
manifesting signs of diarrhea. The proximity of humans and animals can be crucial to
the inter-species transmission of strains that contain genes involved in the mechanisms
of pathogenicity of the agent. The present study aimed to detect the genes STa (heat
stable toxin), K99 (F45), Intimina (eae), Stx1(Shiga toxin 1) and perform susceptibility
testing of 48 isolates from rectal swab samples from 50 dogs attended Veterinary
Hospital at the University of Brasilia. In any isolated samples tested were positive for
STa and K99. 21 positive isolates were found to Stx1(43.75%) and 14 positive isolates
(29.2%) to intimin gene. The antimicrobial susceptibility profile was also analyzed for the
following drugs: sulfazotrim, Azithromycin, Enrofloxacin, Ceftiofur, Amoxicilina +
Clavulanate, Doxycycline, Ampicillin, Cephalexin. The antibiotics that showed higher
percentages of resistance were: ampicillin (25%) Doxycycline (22.9%) and cephalexin
(20.8%). Those who have already demonstrated higher sensitivity were sulfazotrim
percentage (87.5%), Azithromycin (85.41%) and Enrofloxacin (77%).

Key words: Dogs. Enterotoxins. E.coli. Gene.
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CAPITULO |
INTRODUCAO

As bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae tém distribuicao
mundial e habitam o trato intestinal de animais e humanos, além de contaminar a
vegetacdo, o solo e a 4gua. Podem ser agrupadas em trés categorias: patdgenos
principais, patdégenos oportunistas e ndo patdgenos (QUINN et al., 2005).

Dentre as enterobactérias, a espécie Escherichia coli (E.coli) apresenta-se
como o exemplo mais significativo de bactéria relacionada a diversas doencas, seja
pela grande versatilidade de suas cepas na expressdo de diferentes mecanismos e
fatores de viruléncia (NAKAZATO, 2001) ou por possuir muitos sorotipos diferentes,
gue podem ser isolados de fezes tanto de animais higidos quanto de doentes
(DEBROY e MADDOX, 2001).

Podemos ainda observar que muitas linhagens de E.coli sdo de baixa
viruléncia, mas podem causar infec¢cdes oportunistas como, por exemplo, em
localizacdo extra-intestinal como na glandula mamaria, (QUINN et al., 2005). Por
este motivo o isolamento de E.coli a partir de amostras de fezes e conteudo
intestinal ndo é suficiente para o diagnostico da enfermidade, sendo entdo utilizadas
técnicas de soroaglutinacdo, ELISA, imunofluorescéncia e PCR (genotipificacao)
para a biotipificacdo de adesinas e enterotoxinas (COSTA et al., 2006) que levam a
hipersecrecdo de agua e eletrdlitos, resultando em diarreia e desidratacdo (DEBROY
e MADDOX, 2001).

Neste contexto, o trabalho aqui relatado teve como objetivo a pesquisa da
presenca dos genes codificadores de enterotoxinas Sta, Stx1, e as adesinas K99 e
intimina, bem como a realizacdo do antibiograma em E. coli isolados de cées higidos

ou nao, atendidos pelo Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia.



REFERENCIAL TEORICO

Classificagao e caracterizagéo geral

Enterobacteriaceae € uma das mais importantes familias bacterianas, e pode
albergar desde o ser vivo mais conhecido, a E.coli K12, até muitos dos patdgenos
mais isolados em humanos e animais (TRABULSI e ALTHERNUM, 2008).
Caracteriza-se por ser composta por microorganismos gram-negativos anaerébios
facultativos, em formas de bastonetes pleomorficos. Todas as espécies sao catalase
positivas e negativas a oxidase, fermentam glicose, frequentemente com a producéo
de gas e crescem bem em meio MacConkey. Sdo méveis por flagelos peritriquios,
alguns sdo imoveis, podem apresentar cipsula ou ndo e utilizam agucares por
fermentacao (OLIVEIRA, 2000).

E.coli sendo um importante patégeno e um componente comensal comum da
microbiota intestinal € classificada taxonomicamente segundo Cavalier-Smith (2004)
como:

* Dominio Prokaryota

* Reino Bactéria

* Sub reino Negibacteria

* Filo Proteobacteria

+ Classe Gammaproteobacteria
* Ordem Enterobacteriales

* Familia Enterobacteriaceae

» Género Escherichia

» Espécie Escherichia coli

Caracterizacao antigénica de Escherichia coli

Essa classificagdo baseia-se na presenca dos antigenos O (somético), H
(flagelares) e K (capsulares), sendo que os antigenos K ndo sdo mais rotineiramente

determinados, baseando-se a sorotipagem apenas nos antigenos O e H (GYLES e



FAIRBROTHER, 2010). Nem todas as cepas de E.coli apresentam os trés tipos de
antigenos ao mesmo tempo (TRABULSI e ALTERTHUM, 2005).

Habitat e Colonizagéo

A colonizacdo do trato intestinal de mamiferos por E.coli oriunda de fontes
ambientais ocorre logo ap6s o nascimento. Como ja& mencionado anteriormente,
esses microrganismos persistem como membros da microbiota normal do intestino
por toda a vida (QUINN, et al, 2005).

Os efeitos patogénicos do microrganismo no intestino ocorrem devidos a dois
fatores: a aderéncia de E.coli na parede intestinal, que é mediada por fimbrias e o
efeito de enterotoxinas. Estes fatores provocam o aumento na transferéncia de
bicarbonatos de sédio e agua, das células ao lumen intestinal, 0 que leva a um
quadro de diarreia (OLIVEIRA, 2000).

Cultivo e identificacao

Escherichia coli € um bastonete Gram-negativo, anaerdbio facultativo, capaz
de reduzir nitrato a nitrito, de fermentar a glicose (produzindo col6nias cor de rosa
em agar MacConkey), é oxidase negativo e catalase positivo. O microrganismo é
geralmente movel com flagelos peritriquios, frequentemente fimbriado, e apresenta
reacdes caracteristicas tipicas nos teste de IMVIC (Testes do Indol, VM, VP e
Citrato). Quando cresce em meio de cultivo TSI (Triple Sugar Iron Agar), a cor do
meio torna-se amarelada devido a fermentacdo de glicose, sacarose e lactose, que
produz &cidos e diminui o pH do meio. E capaz de metabolizar uma ampla variedade
de substancias como carboidratos, proteinas e aminoacidos, lipideos e &cidos
organicos. Algumas linhagens produzem colénias com brilho metédlico quando
crescem em agar eosina-azul de metileno (EMB -Eosin Methylene Blue). Também
crescem bem nos meios de cultivo comuns, formam col6nias de tamanho médio
(diametro de 2 a 3 mm), lisas, brilhantes em agar sangue a 37°C em 24 horas.
Alguns dos sorotipos sao hemoliticos formando halo de beta hemdlise (TRABULSI E
ALTHERNUM, 2008; QUINN et al 2005; OLIVEIRA, 2000).

Categorizacao baseada em critérios patogénicos e clinicos de Escherichia coli
3



A espécie Escherichia coli compreende categorias que causam infeccéo
intestinal por diferentes mecanismos e que sdo denominadas E.coli diarreiogénicas,
e varias outras especificamente associadas a infec¢cdes urinarias, meningites entre
outras infec¢des extra-intestinais, denominadas de E.coli patogénica extra intestinal

ou EXPEC (Extra Intestinal Patogenic E.coli).

CATEGORIA DIARREIOGENICA DE Escherichia coli

Classificagao de Escherichia coli em Patotipos

As cepas de E.coli que produzem doencas entéricas em pessoas e animais
sdo divididas em 6 patotipos: E.coli enteropatogénica (EPEC), E.coli
enterotoxigénica (ETEC), E.coli enterohemorragica (EHEC), E.coli difusamente
aderente (DAEC), E.coli enteroinvasora (EIEC) e E.coli enteroagregativa (EAEC)
(TRABULSI, 2005).

O diagrama com os patotipos resumidos pode ser visto na figura 1.

inicial ~| via intima Aderéncia
BFP | adesio da Agregativa Biofilme
Adesio | bactéria
L) tima
Condensagdo de
e Actina e perda 3
da borda em Entrada das toxinas
Condensagéio escova
da actina e
perda da borda 2
em escova Entrada da Toxina
Shiga
L' EPEC | EHEC \ J EAEC
a) — b) ] c)
citoplasma
Entrada das normal
enterotoxinas LT e
ST
ETEC
— J DAEC
d) e) f) -

Figura 1: Diagrama dos patotipos de E.coli diarreiogénicas.
Fonte: Adaptado de Nataro e Kaper,1998:

a) Escherichia coli Enteropatogénica, que aderem aos enterdcitos e entre si por meio da

fimbria BFP (Bundle-forming pilus). Apés esta etapa, se ligam intimamente a membrana do enterdécito



através da adesina intimina promovendo condensacdo dos filamentos de actina, formacdo de
pedestal e perda da borda em escova resultando em lesfes do tipo A/E (adeséo e esfacelamento).

b) Escherichia coli Enterohemorragica, que também promove lesGes do tipo A/E, além da producao
de enterotoxinas do tipo Shiga-Simile (Stx), que é absorvida pelo sistema causando les6es em 6rgéos
alvo; c) Escherichia coli Enteroagregativa, caracterizada pela formagdo de biofilme na superficie do
enterécito, pelo padrao AA (aderéncia agregativa) e producdo de citotoxinas; d) Escherichia coli
Enterotoxigénica, induz diarreia aquosa pela produgdo das enterotoxinas STa e STb (termoestaveis)
e toxinas LT-I e LT-Il (termolabeis); €) Escherichia coli Enteroinvasora que tem o seu mecanismo de
acdo semelhante ao da Shigella spp., onde invade a célula, e se replica rompendo as vesiculas
formadas e infectam as células adjacentes promovendo morte celular; f) Escherichia coli Difusamente
Aderente que se ligam as células através de receptores e induzem a projecéo das vilosidades do

enterdcito.

EPEC- Escherichia coli Enteropatogénica

Os primeiros estudos epidemiolégicos relacionados com E.coli enteropatogénica
(EPEC) e diarreia humana foram publicados na Alemanha na década de 1920. Este
patotipo estd associado com uma vasta variedade de doencas intestinais em humanos
e animais. As categorias EPEC séo subdivididas em EPEC tipica e EPEC atipica.
Ambas sdo desprovidas dos genes que codificam a toxina Shiga (STx) e tém em
comum a capacidade de produzir a lesédo A/E (Attaching and effancing). As principais
diferencas entre os dois grupos referem-se aos sorotipos (combinacdo de antigenos O
e H) e a presenca do plasmideo EAF (EPEC adherence fator) que ocorre nas EPEC
tipicas. E.coli enteropatogénica (EPEC) pode causar diarreia severa em humanos e o0s
sorogrupos mais associados com a doenca incluem O55, 086, 0111, 0119, 0125,
0126, 0127, 0128 e 0142 (TRABULSI e ALTHERNUM, 2008; STELLA, 2008).

Considera-se que a distribuicdo entre as cepas EPEC tipica e EPEC atipica
deve ser baseada na expressao ou ndo da fimbria bundle forming plus (BFP) codificada
pelo Operon bfp, localizado pelo plasmideo Peaf e na auséncia da producéo de toxina
STx (MOURA, 2009).

Algumas cepas de E.coli patogénicas produzem lesdes discretas do tipo (AE),
caracterizadas por aderéncia bacteriana intima em enterdcitos e rompimento de
citoesqueleto subjacente. Estes isolados foram denominados A/E de E.coli (AEEC). As
Lesbes A/E (Attaching and effacing) foram associadas com E.coli enteropatogénica

(EPEC) e E.coli enterohemorragica (EHEC) isolados de seres humanos e também



isolados de caes, porcos, coelhos, bezerros, cavalos, ovelhas e gatos (TRABULSI e
ALTHERNUM, 2008; BEAUDRY M. 1996).

Os genes que codificam a lesdo A/E estdo localizados em uma ilha de
patogenicidade denominada regido LEE (Locus of enterocyte effacement), que se
insere em diferentes sitios cromossémicos, sendo 0 mais comum o gene que codifica o
RNA Transportador da seleno-cisteina (SelC) (TRABULSI e ALTHERNUM,2008).

A viruléncia das EPEC tipica e atipica esta relacionada principalmente a sua
capacidade de aderir a superficie de enterdcitos e induzir vias de sinalizacdo que
resultam no surgimento de lesdes intestinais. Estas lesdes reduzem a capacidade de
absorcao dos intestinos resultando em um quadro de diarreia (MOURA, 2009).

Os principais fatores de viruléncia das EPEC tipicas incluem uma fimbria do tipo
IV, BFP, a proteina adesiva Intimina, um sistema de secrecdo do tipo Ill (SSTT) e
varias proteinas secretadas (TRABULSI e ALTHERNUM, 2008).

A proteina BFP € encontrada em todas as amostras de EPEC tipica e esta
definitivamente envolvida na adesdo bacteria to bacteria, no padrdo de aderéncia
localizada, mas ndo ha prova definitiva de que a mediacdo do BFP na adesao real das
células epiteliais. Estudos genéticos subsequentes revelaram que um conjunto de 13
genes do plasmideo EAF é necessario para a expressdo e montagem do BFP
(NATARO e KAPER, 1998; TRABULSI e ALTHERNUM, 2008).

Existem trés grupos independentes de proteinas que as estirpes de EPEC que
podem ser secretar para o sobrenadante da cultura, quando cultivadas em meio de
cultura de células. Essas proteinas chamadas de ESPs (proteinas secretadas por
EPEC), também séo produzidas no curso da doenca: EspA, EspB, EspD e participam
da estrutura SSTT (sistema de secrecédo), enquanto as demais proteinas Esp (F,G,H e
Z), bem como a proteina MAP (mitochondrial-associated protein) séo injetadas
juntamente com a TIR (Translocated Intimin Receptor) no citoplasma do enterdcito
(NATARO E KAPER, 1998; TRABULSI e ALTHERNUM, 2008).

Depois de ingeridas as EPEC atravessam a barreira gastrica e aderem a
mucosa dos intestinos delgado e grosso, promovendo as alteragfes que levam a
diarreia. Este processo de adesdo ocorre em trés fases. Na primeira fase ela é
superficial, na segunda ocorre transmissao de sinais e na terceira uma aderéncia mais
intima é estabelecida. Apds a aderéncia inicial, ocorre a montagem o SSTT e também
a injecao de algumas proteinas efetoras. Logo apds, ha a fosforilagdo das moléculas de

Tir e a sua inser¢cdo na membrana do enterécito. Por dltimo, ocorre a adesao intima
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que é mediada pela Intimina, que para isso interage com o seu receptor (Tir)
promovendo alteragdes no citoesqueleto que culminam com a lesdo A/E. No caso de
infeccbes graves ocorre a completa destruicdo do epitélio absortivo intestinal, e
acentuada atrofia de vilosidades (TRABULSI e ALTHERNUM, 2008).

STEC - Escherichia coli produtora de Toxina Shiga

O patotipo STEC, diferentemente de outras categorias diarreiogénicas de
E.coli, € encontrado em uma grande variedade de espécies de animais domésticos e
selvagens. Alguns sorotipos de STEC podem causar doengas em animais, tais como
a diarreia em bezerros e a doenca do edema em suino (TRABULSI e ALTHERNUM,
2008).

Esta categoria de E.coli diarreiogénica foi caracterizada pela producao de
potentes citotoxinas que apresentam a capacidade de inibir sintese proteica de
células eucaribticas. O grau de lesdo induzida € relativamente grande em certos
tecidos e pode relacionar-se a diferencas nos receptores para tais toxinas. A leséo
vascular pode levar a edema, hemorragias e trombose. Estas toxinas foram
denominadas de verotoxinas (VT), por sua atividade em células Vero, como também
de toxinas Shiga (Stx) devido a semelhancas com a toxina produzida por Shigella
dysenteriae 1. Assim, essas amostras podem ser tanto nomeadas de E.coli
produtora de Stx (STEC), como E.coli produtora de VT (VTEC). As E.coli
verotoxigénicas que colonizam o intestino podem lesar enterécitos. Quando a
verotoxina € absorvida a corrente sanguinea, exerce um efeito deletério nas células
endoteliais em localizagcdes anatbmicas relativamente definidas, como no SNC de
suinos (QUINN et al, 2005; TRABULSI e ALTHERNUM, 2008; NATARO e KAPER,
1998).

EHEC- Escherichia coli Enterohemorragica

No ano de 1983, uma estirpe de E.coli sorotipo O157: H7 foi identificado em
associacdo com a ocorréncia de diarreia sanguinolenta em humanos, denominada de
colite hemorragica (HC), que conduziu ao reconhecimento de EHEC como uma nova e
cada vez mais importante classe de agentes patogénicos entéricos que causam
doenca intestinal e renal. E o sorotipo de STEC mais comum associado a doenca
humana, embora existam mais de 100 sorotipos ndo-O157 que também podem
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ocasionar doenca humana. Além de SHU, outras complicagbes como a purpura
trombocitopénica tromboética (PTT), apendicite, cistite hemorragica e até mesmo
anormalidades neurolégicas podem ser observadas (COOMBES, 2011; TRABULSI e
ALTHERNUM, 2008).

O termo E.coli enterohemorragica (EHEC) foi definido como um subgrupo das
STEC e surgiu, inicialmente, para nomear as amostras 0157:H7, e é aplicado a esses
sorotipos STEC que tém as mesmas caracteristicas clinicas, epidemiologicas e
patogénicas associadas com este prototipo. Muitas estirpes de EHEC produzem lesbes
A/E. Nem todas as cepas STEC sé&o patogénicas, mas todas as EHEC s&o
consideradas patogénicas (JAFARI et al., 2012, NATARO e KAPER 1998).

Cepas de EHEC sédo comensais em muitos ruminantes, especialmente bovinos
e, portanto, a entrada na cadeia alimentar humana através da contaminacéo fecal de
agua, alguns tipos alimentos e carne mal cozida é um fator de risco para a infec¢do. O
reto € o principal local de colonizacdo por EHEC - O157: H7 e atua como uma fonte
continua de contaminacgéo nas fezes (HARTLAND, et al 2013).

A Infeccdo por STEC/EHEC tem inicio apos a ingestdo de alimentos ou agua
contaminados, algumas vezes com doses infectantes muito baixas, especialmente
causadas pelo sorotipo O157:H7. Estima-se que menos de 100 organismos sao
capazes de causar a doenca. A partir de um ou dois dias a diarreia torna-se
sanguinolenta e a dor abdominal mais intensa, caracterizando a CH. Os Sorotipos nao-
0157:H7 sdo os mais comuns nas Europa, Austrdlia e América Latina, incluindo o
Brasil. Dentre esses mais frequentes sorotipos associados a doenca humana,
destacam-se 026, 0103, 0111, 0113, 0145 (TRABULSI e ALTHERNUM, 2008).

EAEC - Escherichia coli Enteroagregativa

Este patotipo diarreiogénico é a segunda causa mais comum de diarréia dos
viajantes ap6s ETEC em paises desenvolvidos e em desenvolvimento. E causador
de diarreia endémica e epidémica em todo o mundo e foi identificada como causador
de diarreia aguda em recém-nascidos e criangas em paises industrializados (JAFARI
et al., 2012).

A caracteristica principal de EAEC € a capacidade de representar um padrao
de adesédo exclusivo em determinadas linhagens celulares cultivadas in vitro como
as células HEp-2 e HelLa. No padrdo Aderéncia Agregativa (AA), as bactérias

apresentam-se aderidas umas as outras, a superficie das ceélulas, bem como a
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superficie da laminula na auséncia de células, numa configuracdo que lembra tijolos
empilhados formando agregados heterogéneos ou distribuindo-se em formas de
corddes. A configuracdo em "pilha de tijolos" é considerada uma condi¢do
obrigatoria para o padréo tipico de AA (ANDRADE et al., 2011).

Os mecanismos de patogenicidade de EAEC ainda estado sendo investigados.
Vérias toxinas e adesinas tém sido descritas. Entre as toxinas descritas, aquelas que
sdo mais bem caracterizadas compreendem a toxina termoestavel de EAEC (EAST-
1) e a plasmid-encoded toxin (Pet). A EAST-1 estd relacionada com a toxina
termoestavel ST de E.coli enterotoxigénica, que provoca aumento dos niveis de
GMP ciclico em enterdcitos e altera a corrente idnica de células intestinais in vitro de
coelhos. Estudos realizados em humanos e em animais demonstram interacéo
destes microorganismos com epitélio jejunal, ileal e colénico (TRABULSI e
ALTHERNUM, 2008; Andrade 2011).

Adultos e criancas sao suscetiveis a infecgdes intestinais causadas por EAEC
com pouco ou nenhum vomito. A apresentacdo clinica da infeccdo compreende
diarreia aquosa, as vezes com sangue e muco e pouca febre. Marcadores
inflamatorios tais como interleucina-8, interleucina-13 e lactoferrina, tém sido
detectados nas fezes de grande parte dos pacientes (HARRINGTON et al., 2005).

A colonizagdo por EAEC é detectada por isolamento de E.coli a partir de
amostras de fezes e demonstrando o padrdo de aderéncia agregativa no ensaio de
HEp-2. A implicacdo de EAEC como causa da doenga do paciente deve ser feita
com cautela dado a elevada taxa de colonizacdo assintomatica em muitas
populacdes. Se nenhum outro organismo estd implicado na doenca e EAEC é
isolado repetidamente, pode ser considerado como uma causa provavel de doenca
no paciente (NATARO e KAPER, 1998).

ETEC- Escherichia coli Enterotoxigénica

O patotipo foi denominado assim por sua capacidade de produzir as
enterotoxinas termolabil e termoestavel. E a categoria que mais causa diarreia
severa em leitbes, pela producdo de toxina termolabil (LT) e/ou toxina termoestavel
(ST) (BLANCO et al, 1997; TRABULSI e ALTHERNUM, 2008). ). Em humanos é
conhecida por causar a diarreia dos viajantes Estas cepas podem expressar apenas
uma LT, apenas uma ST ou ambas uma LT e uma ST (NATARO e KAPER, 1998).



O mecanismo de patogenicidade das ETEC compreende a colonizagcédo da
mucosa intestinal e produgéo de enterotoxinas. Estas provocam alteracéo nos niveis
intracelulares de nucleotideos ciclicos levando a alteracao no equilibrio hidrossalino
do limen intestinal, resultando na secrecéo e eletrélitos e, consequentemente, na
reducdo de absorcao de agua. A eliminacédo de agua é decorrente do mecanismo de
acao das enterotoxinas (TRABULSI e ALTHERNUM, 2008).

EIEC- Escherichia coli Enteroinvasora

E.coli enteroinvasora € um importante agente causador de diarreia no
homem. Este grupo causa ceratoconjuntivite experimental em cobaias (teste de
Sereny), e invade células do célon do homem provocando uma infeccdo semelhante
a provocada pelas espécies de Shigella, que € um processo de invasao celular.
EIEC apresentam propriedades bioquimicas especificas, ndo descarboxilam a lisina,
sdo lactose negativa e com excecdo do sorotipo O124: H30, sdo imolveis. O
mecanismo exato de patogenética EIEC tem ainda que ser elucidado, pois os
estudos sobre a patogénese da EIEC sugerem que as suas caracteristicas
patogenéticas sdo praticamente idénticos aos de Shigella spp. Ambos o0s
organismos foram caracterizados por invadir o epitélio do célon, um fendtipo
mediado por ambos os loci de plasmideo e cromossémico. Tanto EIEC
qguanto Shigella spp. podem elaborar uma ou mais enterotoxinas secretoras que
podem ter importantes papéis na patogénese da diarreia (NATARO e KAPER, 1998).

A invasdo é o principal mecanismo de viruléncia da EIEC, e compreende a
penetracdo em células epiteliais, seguida pela lise do vacuolo endocitico,
multiplicacéo intracelular, movimento direcional no citoplasma e invasédo das células
adjacentes. A lesdo consiste na inflamacédo e erosdo da mucosa, principalmente no
intestino grosso. H4 uma intima penetracdo bacteriana na mucosa, ao contrario do
que acontece nas infec¢des por ETEC, e a ulceracdo da mucosa € consequéncia
desta penetracdo (CALIMAN, 2010; FIALHO, 2008; TRABULSI e ALTHERNUM,
2008; NATARO e KAPER, 1998).

Além do processo de invasdo como outro fator de viruléncia em potencial, foi
descrita uma enterotoxina termolabil de 62 kDa, denominada ShET2, que é
codificada por genes cromossomais. Os fatores de viruléncia descritos sédo as
proteinas de invasao Ipa, IcsA e IpgC, contidas no plasmideo denominado plnv
(TRABULSI e ALTHERNUM, 2008).
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DAEC- Escherichia coli Difusamente Aderente

O termo “E.coli difusamente aderente” foi inicialmente utilizado para se referir
a qualquer estirpe E.coli HEp-2-aderente que ndo formava microcolonias de EPEC
semelhantes. DAEC é um grupo heterogéneo que gera um padrdo de aderéncia
difusa, em células HelLa e células HEp-2 e tem sido associado com a diarreia
aquosa, que pode tornar-se persistente em criangas pequenas em paises
desenvolvidos e em desenvolvimento, e com infeccbes do trato urinario
recorrentes. Com a descoberta do EAEC, a maioria dos autores reconhecem agora
DAEC como uma categoria independente de potencialmente E.coli diarreiogénica
(NATARO e KAPER, 1998).

YAMAMOTO et al.,1994 mostraram que as estirpes DAEC séo capazes de
induzir as proje¢cdes na membrana da célula eucaridtica semelhantes a dedos que
se estendem a partir da superficie de células Caco-2 infectadas ou células HEp-
2. Essas projecbes aparentemente "incorporam” as bactérias, fornecendo protecao
contra a gentamicina, mas sem a internalizacdo completa da bactéria.

Este patotipo ainda é capaz de provocar reagdo inflamatéria nas células
intestinais através da inducdo de secrecdo de IL-8, citocina capaz de estimular a
migracdo de leucdcitos polimorfonucleares. No entanto, algumas estirpes de DAEC
nao induzem esta secrecdo em culturas de células de epitélio humano. Isto deve-se
ao fato de que o grupo de DAEC é composto por organismos heterogéneos que sao
diferentes entre si quanto a sua patogenicidade. Assim, se presume que somente a
adesdo difusa nao é suficiente para causar danos no intestino (FIALHO, 2008).

DAEC podem ser identificadas através de ensaios de cultivo celular, onde se
observa a presenca de um padrdo de aderéncia difusa, e PCR para genes de
viruléncia (FIALHO, 2008; NATARO e KAPER, 1998).

Genotipificacdo de Escherichia coli por PCR

A genotipificacdo de E.coli vem sendo realizada mais comumente com a
amplificacéo de genes codificadores dos seus fatores de patogenicidade, a saber, 0s
genes de enterotoxinas termolabil (LT), termoestavel (STa, e STb), as verotoxinas
(VT1, VT2) e os genes de fimbrias e de adesinas (BLANCO et al., 1997; VIDAL et
al., 2005; SALVADORI et al., 2004; MOREDO et al., 2012).
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Enterotoxinas

As enterotoxinas sdo proteinas ou peptideos extracelulares, ja tendo sido
identificadas as toxinas termoestaveis (Sta e STb), termolabeis (LT-I e LT-ll) e a
Shiga-simile(Stx) (COSTA et al., 2006). Essas toxinas levam a uma hipersecrecao
de agua e eletrdlitos, produzindo diarreia e desidratacdo (DEBROY & MADDOX,
2001). Sado toxinas que apresentam semelhancas estruturais, antigénicas e
funcionais com a toxina colérica (CT) e constituem os determinantes de viruléncia
mais bem caracterizados em ETEC (NATARO e KAPER, 1998; TRABULSI e
ALTHERNUM, 2008).

Toxina LT -Toxinas Termolabeis

Existem duas categorias de LT, LT-I e LT-Il, que ndo reagem de forma
cruzada em testes imunoldgicos. LT-I é encontrada predominantemente em
estirpes isoladas de humanos e apresenta maior similaridade com a toxina da
célera, com aproximadamente 80% de identidade na sequencia de aminoacidos da
CT (Toxina Colérica). LT-Il € encontrada principalmente em E.coli isoladas de
animais e raramente em isolados de humanos ( NATARO e KAPER, 1998).

Como membros da familia de enterotoxinas do tipo ABs as toxinas LT séo
proteinas oligoméricas de aproximadamente 86 kDa compostas de cinco
subunidades B idénticas de 11,5kDa, arranjadas em uma estrutura em anel, em
associacdo a uma subunidade A central de 28 kDa. As subunidades B sé&o
responsaveis pelo reconhecimento e a ligacdo da toxina ao receptor gangliosidico
presente na mucosa intestinal (TRABULSI e ALTHERNUM, 2008).

Apbs a colonizagdo do intestino delgado pela ETEC e a liberacdo da LT, a
toxina se liga irreversivelmente aos receptores na superficie dos enterécitos e a
subunidade A, que tem atividade de ADP-ribosil-transferase, é internalizada e
transfere o ADP-ribosil do NAD para a proteina G, que regula a adenilciclase. Este
processo resulta na ativacdo permanente da adenilciclase e no aumento dos niveis
de AMPc intracelular, o que estimula a secrecao de cloreto e inibe a captacédo de
NaCl. O desequilibrio de ions resulta na perda de agua e diarreia. LT também afeta
a sintese de prostaglandinas e leucotrienos que estimulam o transporte de
eletrélitos e podem contribuir para o desequilibrio de ions. Além disso, LT também

tem efeitos sobre o sistema nervoso entérico, que controla a motilidade intestinal e
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a secrecdo de ions, e estimula a produgdo de citocinas pelas células intestinais
(FIALHO, 2008; NATARO e KAPER, 1998).

ST - Toxina Termoestéavel

As enterotoxinas ST s&@o proteinas monomeéricas, de baixo peso molecular
(5kDa), e que contém multiplos residuos de cisteina, formando pontes de dissulfeto,
o que Ihes confere termoestabilidade. Séo classificadas em dois subgrupos STa ou
(ST-I) e STb ou (ST-Il) de acordo com suas propriedades quimicas e bioldgicas
(TRABULSI e ALTHERUM, 2008).

STa

As toxinas STa sao sollveis em metanol, resistentes a acido, detergentes e a
diversas proteases. Praticamente s6 as toxinas da classe STa estao associadas com
doenca em humanos. Essa toxina contém 19 aminoacidos, seis dos quais Sao
cisteinas que formam trés pontes dissulfeto intramoleculares. Os genes
responsaveis pela producdo de STa estdo localizados em plasmideos que sao
ladeados por sequéncias de insercao. O receptor-alvo da enterotoxina STa pertence
a familia de receptores ciclase, guanina ciclase tipo C, localizado na membrana
apical dos enterécitos. A ligacdo de STa no dominio extracelular da guanina ciclase
induz sua atividade enzimatica, o0 que provoca aumento de niveis de
guanosinamonofosfato ciclico (GMPc), que € uma molécula sinalizadora de eventos
intracelulares de células eucaridticas. Nos enterdcitos, ocorre alteracdo na absorcao
e secrecdo de eletrélitos, ou seja, a estimulacdo de secrecdo de cloreto e bloqueio
da absorcdo de soddio, resultando no acumulo de agua e eletrélitos no limem
intestinal (FIALHO, 2008; TRABULSI e ALTHERNUM, 2008; NATARO e KAPER,
1998).

STb

A Toxina Stb é insolivel em metanol e sua producéo é codificada por genes
plasmideais. Embora STb tenha sido relacionada com diarreia em suinos, sua
ocorréncia tem sido também relatada em amostras de ETEC de origem humana. O
mecanismo de acdo de STb ndo envolve a ativacdo de nucleotideos ciclicos. STb se
liga a sulfatideos, glicoesfingolipideosacidicos largamente distribuidos na membrana
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celular e apds ser internalizada, interfere com os niveis intracelulares de calcio,
promovendo a secrecdo de fluidos. O aumento de célcio também regula atividade
das fosfolipases (A2 e C) que liberam acido aracddénico, levando a formacdo de
prostaglandinas e leucotrienos, os quais medeiam o transporte de agua e eletrolitos
atraves das células intestinais. Ao contrario de STa, STb induz danos histolégicos no
epitélio intestinal, que consiste em perda de células epiteliais das vilosidades e
atrofia parcial das vilosidades. O receptor especifico para STb ainda €
desconhecido, embora tenha sido sugerido que a toxinas pode ligar-se
inespecificamente @ membrana plasmética antes da endocitose (NATARO e KAPER,
1998; TRABULSI e ALTHENUM, 2008).

Toxina Shiga (Stx)

A toxina Shiga (Stx) é o principal fator de viruléncia das STEC (Escherichia
coli produtora de Toxina Shiga) e constitui uma familia de citotoxinas estruturalmente
relacionadas e com atividades biologicas semelhantes. Dois grupos distintos séo
descritos, Stx1é praticamente idéntica a toxina Stx produzida por S.dysenteriael, e
Stx2 apresenta menos de 60% de homologia com a sequéncia de aminoacidos de
Stx1. Essas toxinas apresentam uma estrutura basica comum a varias outras toxinas
bacterianas de natureza proteica, representada pelo modelo 1A: 5B. A subunidade A
com aproximadamente 32 KDa é composta de duas subunidades: Al (25KDa) que
representa a fracdo ativa da toxina, e A2 (4KDa) que liga a subunidade A as
subunidades B, formada por um conjunto de fracdes idénticas de 7,7 KDa,
responsaveis pela ligacdo da toxina a um receptor glicolipidico da célula eucariotica.
Enquanto Stx1 apresenta pequenas variacdes em sua sequéncia de aminoacidos,
constituindo um grupo mais homogéneo de toxinas, diversas variantes de Stx2
(Stx2c, Stx2d, Stx2e, Stx2f, Stx2g), com caracteristicas antigénicas e biologicas
alteradas tém sido descritas, e esta variabilidade reflete primariamente uma
diversidade na sequéncia da subunidade B destas toxinas. A informacdo genética
para a producéo de Stx1, Stx2 e algumas variantes de Stx2 pode estar localizada no
genoma de Fagos temperados do tipo Lambda, estando integrados ao cromossomo
bacteriano, enquanto a producdo de Stx de S. dysenteriae 1 e da variante Stx2 é
codificada por genes cromossdmicos (TRABULSI e ALTHERNUM, 2008).

O mecanismo de acédo das toxinas da familia Stx envolve a inibicdo da sintese

proteica na célula alvo, funcdo mediada pela subunidade Al que apresenta uma
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atividade N-glicosidase, 0 que causa a remoc¢ao de um residuo de adenina na fracéo
28S da subunidade 60S do ribossomo da célula eucarittica, levando a alteracdo no
sitio aminoacil ribossomal e consequente inibicdo do processo de traducao e a morte
celular (TRABULSI e ALTHERNUM, 2008).

O envolvimento de Stx na diarreia e enterocolite € demonstrado com as
primeiras manifestacdes, onde o purificado de Stx pode causar o acumulo de fluidos
e lesdes histologicas na alcas intestinais. Um mecanismo possivel para a secrecéo
de fluidos em resposta a Stx envolve a morte seletiva de células epiteliais das
vilosidades intestinais. A administracdo intravenosa em coelhos de Stx1 ou Stx2
purificada pode produzir diarreia sem sangue, sugerindo outros mecanismos
potenciais de diarreia, além da ligagao da toxina no “topo” das vilosidades (NATARO
e KAPER, 1998).

Adesinas

As adesinas, também conhecidas como fimbrias, sdo grandes agregados de
subunidades protéicas arranjadas em filamentos que medeiam a aderéncia a células
alvo no trato gastrintestinal e sdo altamente imunogénicas. Devido a sua relativa
hidrofobicidade, as adesinas podem também promover associacdo com a membrana
dos macréfagos (DEBROY e MADDOX, 2001; QUINN et al, 2005). A microscopia
eletrbnica de transmissdo normalmente revela cepas de ETEC com muitas fimbrias
peritriquias, dispostas ao redor da bactéria. Muitas vezes, essas diferentes
morfologias de fimbrias podem ser visualizadas na mesma bactéria (NATARO E
KAPER, 1998).

As cepas de E.coli produzem diferentes tipos de adesinas, e que séo
associadas com doencas especificas. A maioria das ETEC possui adesinas, que
incluem a K88 (F4), K99 (F5), 987P (F6), F41, F17, F18, F42 e F165, sendo que as
quatro primeiras sdo as de maior significado nas doengas animais, segundo Quinn et
al. (2005). O gene codificante da adesina K88 é geralmente localizado no mesmo
plasmidio que alberga o gene determinante da hemdlise, por isso grande parte das
cepas que possuem essa fimbria apresenta-se hemolitica em placas de agar sangue
(SOBESTIANSKY et al., 1999). As fimbrias, assim como as enterotoxinas de
amostras animais de ETEC geralmente sao codificadas por plasmidios, entretanto, a
F41 é cromossomal (DEBROY e MADDOX, 2001; QUINN et al., 2005).
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K99
A adesina K99, de E.coli (ETEC) é um importante fator de viruléncia

produzido por muitos ETEC, que causa a diarreia neonatal em suinos, cordeiros e
bezerros. Esta adesina facilita a colonizacdo do intestino delgado pela ETEC,
ligando-se a receptores originais em células epiteliais superficiais. E transmissivel,
sendo geneticamente codificado em um plasmideo de 87,8 kb (ISAACSON E
PATTERSON, 1994, SEIGNOLEM,D.1991).

Intimina

A Intimina é uma proteina de membrana externa de 94 KDa, que apresenta
uma alta variabilidade na composi¢do de aminoacidos da sua porcdo C-terminal.
Com base nessa variabilidade, mais de 25 subtipos (tipos imunoldgicos) ja foram
descritos, os quais foram denominados com letras do alfabeto grego (a, B, vy, etc.).
Os tipos alfa e beta sdo os mais frequentes entre as EPEC tipicas. A porcdo C-
terminal da intimina liga-se a seu receptor, a proteina Tir (Translocated intimin
receptor), que é translocado e inserido na superficie do enterécito, produzindo uma
adesao intima e irreversivel a célula epitelial (TRABULSI e ALTHERNUM, 2008).

A esséncia da infeccdo por EPEC deve-se a interacdo entra a regido C-
terminal da intimina e Tir-M, na superficie da célula eucaridtica, que gera uma
intensa resposta celular. Esta resposta se traduz em alteragdes estruturais, com
rompimento do citoesqueleto da borda em escova, resultantes da mobilizacdo de
diferentes proteinas do citoesqueleto e dos microfilamentos de actina que se
condensam logo abaixo do local de adesé&o de EPEC. O resultado dessas alteragbes
€ a formacdo de estruturas elevadas, na superficie celular apical, que se
assemelham a pedestais sobre os quais a EPEC adere intimamente. Este conjunto
de modificacdes representa a base da lesdo A/E (TRABULSI e ALTHERNUM, 2008).

Caes Como Animais de Companhia

O cao, em particular, € um dos animais domésticos de convivéncia mais
antiga com a espécie humana, datada had mais de dez mil anos. Evidéncias
arqueoldgicas de tempos remotos revelam que varias sociedades o0 veneravam
como membro familiar (LAGES, 2008).

O numero de animais de estimagdo aumentou substancialmente na sociedade

moderna e cada vez mais a atencdo é dedicada ao bem-estar animal. Estudos
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longitudinais conduzidos em hospitais veterinarios indicaram que a resisténcia a
varios antimicrobianos surgiu dentre isolados de animais de estimagcdo como
Staphylococcus intermedius, Escherichia coli, e outras bactérias, incluindo espécies
com potencial zoonotico e fendtipos de resisténcia de interesse clinico
(GUARDABASSI, 2004).

Caes e gatos representam fontes potenciais de propagacao da resisténcia
antimicrobiana, devido ao uso extensivo de agentes antimicrobianos nestes animais
e seu contato préximo com o0s seres humanos. A relacdo entre animais de
companhia e humanos mudou radicalmente ao longo dos anos, com gatos e caes
que estdo cada vez mais em contato proximo com o0s seres humanos, seja tocando,
acariciando e por lambedura, o que ocorre com alta frequéncia (GUARDABASSI,
2004).

Enquanto no passado os cées geralmente eram mantidos fora da habitacdo
familiar, hoje eles s&o frequentemente mantidos no interior das casas. Os animais de
estimacdo assumiram um papel diferenciado nas relacbes intrafamiliares, nas
residéncias, nas quais o proprietario identifica o seu animal como um membro da
familia, participando das atividades diarias, ou visualizando o seu animal como um
fator de seguranca. Essas relacdes representam dois lados da interacdo homem e
animal: o antropomorfismo dos animais de estimacéo versus 0 animal como recurso
de utilidade prética ou econémica (CARVALHO, 2011).

Somada a esta situacdo, a presenca de fatores de viruléncia em E.coli
diarreiogénica isoladas de cdes podem representar um potencial zoonético para
humanos. A presenca destes fatores em cdes sem diarreia sugere que estes animais
de companhia podem atuar como portadores assintomaticos, evidenciando a
importancia de estudar a relacdo existente entre animais de companhia e infeccdes

causadas pela E.coli diarreiogénica nesses animais (SARMIENTO et al, 2012).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral

O Objetivo do presente trabalho foi isolar E.coli, com perfis genéticos

diarreiogénicos, de caes atendidos no hospital veterinario da Universidade de Brasilia.

Objetivos Especificos

» Detectar a presenca dos Genes de enterotoxinas (STa, Stx1);

» Detectar a presenca dos Genes das adesinas (K99 e Intimina) por meio da

utilizacéo da técnica de Reacao de Polimerizacdo em Cadeia do DNA (PCR);

« Definir um perfil de sensibilidade, testando as amostras para 0s seguintes
antibidticos: Sufazotrim, Azitromicina, Enrofloxacina, Ceftiofur, Amoxicilina +

Clavulanato, Doxiciclina, Ampicilina, Cefalexina.
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CAPITULO Il

Deteccao de genes de Enterotoxinas e Adesinas de Escherichia coli isoladas de
fezes de caninos atendidos no Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia.

Detection of genes for enterotoxins and adhesins of Escherichia coli isolated from feces
of dogs treated at the Veterinary Hospital of the University of Brasilia.
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INTRODUCAO

As bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae tém distribuicdo
mundial e habitam o trato intestinal de animais e humanos, além de contaminar a
vegetacdo, o solo e a agua e podem ser arbitrariamente agrupadas em trés
categorias: patdgenos principais, patégenos oportunistas e ndo patdégenos (QUINN
et al., 2005).

Dentre as enterobactérias, a espécie Escherichia coli (E.coli) apresenta-se
como um dos exemplos mais significativos de bactéria relacionada a diversas
doencas devido a sua grande versatilidade na expresséao de diferentes mecanismos
e fatores de viruléncia (NAKAZATO, 2001), possuindo diferentes sorotipos e

podendo ser isoladas de fezes tanto de animais higidos quanto de doentes
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(DEBROY e MADOXX, 2001). Neste contexto, observa-se que muitas linhagens de
E.coli s&o de baixa viruléncia, mas podem causar infec¢cdes oportunistas (QUINN et
al., 2005).

Por este motivo o isolamento de E.coli a partir de amostras de fezes e
contetdo intestinal ndo € suficiente para o diagnostico da enfermidade. Nesse
sentido, as técnicas de soroaglutinacdo, ELISA, imunofluorescéncia e PCR
(genotipificacdo) podem ser empregadas para a biotipificacdo de adesinas e toxinas
(COSTA et al., 2006).

O trabalho aqui relatado teve como objetivo a pesquisa da presenca dos
genes codificadores das enterotoxinas Sta, Stx1, e as Adesinas K99 e Intimina com
0 uso da técnica de reacdo de polimerizacdo em cadeia de DNA, em cepas de E.coli
isoladas de caes higidos ou ndo, atendidos pelo hospital veterinario da Universidade

de Brasilia.

MATERIAL E METODOS

Obtencédo das Amostras

Foram obtidas amostras fecais de 50 cdes de ambos os sexos, higidos ou
ndo, atendidos no hospital Veterinario da Universidade de Brasilia. As amostras
foram coletadas diretamente da ampola retal dos animais com uso de suabes
estéreis e foram acondicionadas em meio de transporte Stwart ® e encaminhadas
diretamente ao laboratério de Microbiologia Médica Veterinaria para processamento.

Das 50 amostras coletadas, foram obtidos 48 isolados.

Isolamento e identificacdo bioquimica

As amostras foram inoculadas em agar MacConkey (Merck®), e incubadas
por 24 horas a 37 °C. Apés este periodo os meios foram observados para a selecéo
de col6nias que apresentavam coloracao rosea avermelhadas, tipica de fermentacao
da lactose no meio. As selecionadas foram repicadas em agar sangue ovino a 5%
para verificagdo da presenca de hemolise e identificacdo bioquimica. Cada col6nia
fermentadora recebeu uma numeracdo sequencial de acordo com o numero do
animal (01, 02, 03,...) e, caso uma amostra apresentasse mais de uma colbnia
fermentadora, caracteristicamente distinta na mesma placa de Petri, cada uma das

colbnias recebia uma letra, além da numeracgéo (A, B, C).
37



Todas as amostras foram testadas para a presenca de Indol, reacdo ao
Vermelho de Metila (VM), Voges-Proskauer (VP), utilizacdo de Citrato, fermentacéo
de acucares em Triple Sugar Iron (TSI), conforme Quinn et al, 1994 e inoculadas
também em meio EMB (Eosina Azul de Metileno ). Os isolados confirmados como
E.coli, foram utilizados posteriormente para a realizacdo de antibiograma e para a
extracdo do DNA, para pesquisa de genes de enterotoxinas e adesinas.

Extracdo de DNA Bacteriano e Deteccao de Genes de Toxinas

As bactérias foram cultivadas em agar sangue a 37°C por 24h. Depois desse
periodo, foram retiradas trés colénias e colocadas em 300 pl agua Milli-Q em tubos
Eppendorf® e homogeneizados em vortex. Os tubos foram levados ao banho-maria,
100°C por 10 minutos, para rompimento das células e liberacdo do DNA, e depois
levados a centrifuga (SIGMA® 2K15) por 15 minutos, 13.000g, 4°C.

PCR

ApOs este processo 0 sobrenadante foi retirado com auxilio de micropipeta
para utilizacdo na PCR, segundo protocolo citado por Blanco et al.,1997. As reacfes
foram realizadas em volume final de 25 pL, contendo 5ul do DNA extraido; 2,5ul de
solugcéao tampéao (10X, PHT ®); 1,5ul de dNTP (10 mM, Invitrogen®); 0,25ul de Taq
DNA polimerase (5U/ul, pht®) e 0,5ul de cada primer (Tabela 1) na diluicdo de 10
pmol/ul. Para cada reacdo, eram feitos testes com controles negativos, com agua
Mili-Q, e controles positivos, utilizando-se amostras sabidamente positivas para as
enterotoxinas e adesinas testadas, cedidas pelo professor Marcos Bryan Heinemann
da Escola de Veterinaria da UFMG.

Quadro 1 - Temperaturas e tempos utilizados na PCR

Toxina Etapa Temperatura Tempo N° de ciclos
Todas* Desnat. Inicial 94°C 2 minutos 1 ciclo
Comum Intimina | Desnat. Inicial 94°C 5 minutos 1 ciclo
a todos
Todas Desnaturacao 94°C 1 minuto 30 ciclos
STa Anelamento 60°C 2 minutos 30 ciclos
Intimina Anelamento 55°C 1 minuto 30 ciclos
Individual (por
toxina) K99 Anelamento 60°C 2 minutos 30 ciclos
Stx1 Anelamento 57°C 2 minutos 30 ciclos
Comum Todas Extensao 72°C 2 minutos 30 ciclos
atodos Todas Exten. Final 72°C 2 minutos 1 ciclo
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As amplificacbes foram realizadas segundo SALVADORI et al., 2004 em
termociclador da marca Techne®. Os produtos da amplificacdo foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 1%, e posteriormente corados com brometo de
etidio visualizado em transiluminador de ultravioleta (UVP®).

Quadro 2 - Oligonucleotideos utilizados neste trabalho e o tamanho dos amplicons

Toxina/ Sequéncia de Oligonucleotideos Tamanho do
adesina Amplicon (pb)
Sta 5- TCCGTGAAACAACATGACGG -3 244

5- ATAACATCCAGCACAGGCAG -3

Stx1 5- AGGTTGCAGCTCTCTTTCAATA -3 364
5- TGCAAACAAATTATCCCCTGAG -3
K99(F5)
5-TGGGACTACCAATGCTTCTG-3 450
5-TATCCACCATTAGACGGAGC-3
Intimina | 5-GACCCGGAACAACAAGCATAAGC-3 384
(eae) 5-CCACCTGCAGCAACAAGAGG-3

STa = toxina termoestavel A; Stx1= toxina de Shiga 1;pb = pares de bases.
Fonte: Salvadori et al., 2004

Perfil Antimicrobiano

As colbnias de E.coli foram inoculadas em caldo Mueller-Hinton (Himedia®) e
incubadas a 37°C até apresentar turbidade de 0,5 na escala de McFarland. Foram
entdo passadas em agar Mueller-Hinton (Bio-Rad®), segundo o método de Kirby-
Bauer modificado, em recomendacao do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2010). As cepas foram testadas para os seguintes antibidticos: Cefalexina
30ug, Doxiciclina 30ug, Enrofloxacinabug, Sulfazotrim (Sulfametoxazol +
Trimetoprim) 25ug, Ampicilina 10ug, Azitromicina, Amoxicilina+clavulanato, Ceftiofur.
As placas foram incubadas a 37°C por 18h, sendo interpretado o halo de inibic&o

apos esse tempo, conforme tabela do CLSI (2010).
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Resultados:

Resultados da amplificacéo:

Os resultados obtidos com a realizacao da técnica de PCR demonstraram que
nenhum dos 48 isolados de E.coli obtidos neste trabalho foi positivo para a presenca
dos genes Sta e K99. Porém, 14 isolados (29,2%) foram positivos para o gene de
Intimina (eae), (figura 2) e 21 isolados (43,7%) foram positivos para a presenca do
gene Stx1 (figura 3). Doze isolados foram positivos para ambos o0s genes
pesquisados de Stx1 e Intimina. Entre os 48 isolados de E.coli apenas 1, em que foi
detectado o gene Intimina, amostra 22 , se originou de cdo com quadro clinico de

diarreia.

384pb

384pb

Figura 2: Eletroforese em gel de agarose representativa dos resultados da amplificagcdo dos genes
de Intimina. M = Marcador de peso Molecular; + (Controle Positivo); 1 (amostra 10);

2 (amostra 22A); 3 (amostra 22B); 4 (amostra 38); 5 (amostra 39); 6 (Amostra 40); 7 (Amostra 41); 8
(Amostra 42); 9 (Amostra 43); 10 (Amostra 44); 11 (Amostra 45); 12 (Amostra 48A); 13 (Amostra
48B); 14 (Amostra 49C).
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Figura3 : Eletroforese em gel de agarose representativa dos resultados da amplificacdo dos genes
de Stx1. M = Marcador de peso Molecular; 1 (amostra 02); 2 (amostra 04); 3 (amostra 05); 4 (amostra
09); 5 (amostra 10); 6 (amostra 12), 7 (amostra 13A); 8 (amostra 13B); 9 (amostra38); 10 (amostra
39); 11 (amostra 40);12 (amostra 41); 13 (amostra 42); 14 (amostra 43); 15 (amostra 44); 16 (amostra
45); 17 (amostra 48A); 18 (amostra 48B); 19 (amostra 49A); 20 (amostra 49B); 21 (amostra 49C).

Resultados do antibiograma:

Com a realizacdo do antibiograma foi possivel tracar um perfil de
sensibilidade dos isolados testados. Os isolados de E.coli apresentaram maiores
percentuais de sensibilidade aos seguintes antibidticos: Sufazotrim (87,5%),
Azitromicina (85,4%), Enrofloxacina (77,1%), Ceftiofur (64,6%), Amoxicilina +
Clavulanato (62,5%), Doxicilina (50%), Ampicilina (45,83%), Cefalexina (33,3%). Os
maiores percentuais de resisténcias aos antibidticos foram apresentados para
Ampicilina (25%), Doxicilina (22,9%), Cefalexina (20,8%), Enrofloxacina (12,5%),
Sulfazotrim (12,5%), Amoxicilina + Clavulanato (10,4%), Ceftiofur (8,3%),
Azitromicina (2,1%).
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Discussao
A bactéria E.coli € um dos mais comuns componentes da microbiota normal

intestinal. Algumas cepas de E.coli tém sido reconhecidas como causas de diarreia
em humanos e animais (NAKAZATO, 2001). Levando-se em conta a proximidade
existente entre animais de companhia e humanos, e a importancia
de E.coli diarreiogénicas para a saude publica, estudos envolvendo a deteccao de
fatores de patogenicidade destes microorganismos sé&o importantes sob o ponto de
vista epidemiolégico e preventivo.

NAKAZATO em 2001, em um experimento com 137 cées diarreicos e 34
cées normais, relatou que o gene eae, que codifica a Intimina, foi encontrado em
amostras de E.coli de 22 cées, sendo 3 normais e 19 com diarreia. No mesmo
trabalho nenhuma amostra dos 22 cdes encontrados positivos para intimina
apresentou-se positivo para o gene de toxinas Termosestaveis (ST).

SARMIENTO et al., 2012, isolou cepas de E.coli de fezes de 25 cdes com
diarreia e 25 caes sem diarreia. Dos isolados de E.coli, 6 cepas foram positivas para
0 gene eae (3 de cades com diarreia); e uma cepa de cdo sem diarreia para 0S
genes eae.

PAULA, 2008 isolou 92 cepas de E.coli de 25 cées diarreicos e entre seus
achados se incluem sete amostras (7,6%) positivas para Stx1, cinco positivas para
Sxt2 e nove amostras (9,8%) apresentaram o0 gene eae isoladamente. As cepas que
apresentaram genes de viruléncia foram também analisadas quanto a resisténcia a
12 antimicrobianos, sendo os mais resistentes Cefalotina (87,7%), Estreptomicina
(81%), Amoxicilina (71,4%), e Gentamicina (71,4%), que nao foram o0s
antimicrobianos de objeto nesse estudo.

A preocupacdo com a possivel transferéncia de E.coli diarreiogénica de
animais para humanos deve abranger também a possibilidade de compartilhamento
de genes de resisténcia aos antimicrobianos nestes microrganismos. Proprietarios
de animais de companhia e suas familias geralmente tem contato préximo com os
animais, o que oferece a oportunidade para compartilhamento de bactérias (HEUER,
2005).

42



CONCLUSOES

No presente estudo foram encontrados genes de enterotoxinas e adesinas em
cepas de E.coli isoladas de caes aparentemente higidos o que indica a circulacéo
destes genes sem necessariamente a manifestacdo de sinais clinicos compativeis
com diarreia. A proximidade entre os cdes e o homem é um fator determinante para
gue esses animais sejam parte de uma possivel cadeia zoonética na transmissao

dos microorganismos portadores desses genes.
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CAPITULO Il

CONSIDERACOES FINAIS

Caes higidos podem carrear genes de adesinas e enterotoxinas, e a falta de
manifestacdo de sintomas diarreicos ndo podem excluir a presenca destes
microrganimos patogénicos do diagnéstico. A proximidade de cdes e humanos
também pode ser um facilitador para que esses genes causadores de diarreia sejam

possiveis agentes zoonoticos.
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