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RESUMO

Escherichia coli faz parte da microbiota intestinal e pode causar doencas em alguns
humanos e outros animais, incluindo cées e gatos, os quais sdo considerados como
animais de estimacédo. As linhagens de E. coli diarreiogénica (DEC) sao classificadas
em seis categorias: enteropatogénica (EPEC), enterotoxigénica (ETEC), produtora
de Shiga-toxina (STEC), enteroinvasiva (EIEC), enteroagregativa (EAEC), e as que
aderem difusamente (DAEC). Neste estudo, foram isoladas 144 e 163 colbnias de E.
coli de amostras fecais de 50 caes e 50 gatos, respectivamente, com e sem diarréia,
de um Hospital Veterinario (isolados clinicos). Os fatores de viruléncia foram
determinados utilizando a técnica da Reagdo em Cadeia da Polimerase - Multiplex.
Para os isolados de DEC foram realizados ensaios de aderéncia em células HEp-2 e
Hela, resisténcia aos antimicrobianos e a sorotipagem (antigeno somatico e
flagelar). Foram encontradas 25 (17.4%) e 4 (2.5%) cepas de DEC isoladas de cédes
e gatos, respectivamente. Somente o0s patotipos de EPEC e EAEC foram
encontrados em ambos 0s animais. Entretanto, os genes dos outros patotipos
(STEC, EIEC e ETEC) nado foram encontrados nestes isolados clinicos. A
capacidade de aderéncia em cultura de células foi avaliada. Todas as cepas
diarreiogénicas mostraram aderéncia manose-resistentes para células HEp-2 e
HelLa, e a aderéncia agregativa foi predominante nestes isolados. Cepas
multiresistentes aos antimicrobianos foram encontradas na maioria das cepas
diarreiogénicas incluindo os antimicrobianos usuais e ndo usuais na prética
veterinaria. Os sorotipos destes isolados de DEC foram variaveis. O sorogrupo ONT
foi o mais identificado nestes isolados. Alguns sorotipos encontrados neste estudo
foram descritos em DEC humanas. Neste estudo, nés demonstramos que animais
de estimacéo podem carregar genes de viruléncia de DEC, principalmente cepas de
EPEC e EAEC. A presenca destes fatores de viruléncia em isolados de animais sem
diarreia sugerem que estes animais de estimacdo podem atuar como reservatorios
para infec¢cbes humanas.

Palavras-chave: Escherichia coli. Caes. Gatos. Diarreia. Zoonose.



PUNO-SARMIENTO, Juan Josue. Pesquisa de amostras de Escherichia coli
diarreiogénica em cédes e gatos como possiveis fontes de infeccdo humana.
2013. 57 p.Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) — Universidade Estadual de
Londrina. Londrina, 2013.

ABSTRACT

Escherichia coli are gut microbiota bacteria that can cause disease in some humans
and other animals, including dogs and cats that humans often keep as pets. E. coli
diarrheagenic (DEC) strains are classified into six categories: enteropathogenic
(EPEC), enterotoxigenic (ETEC), Shiga toxin-producing (STEC), enteroinvasive
(EIEC), enteroaggregative (EAEC), and diffuse-adhering Escherichia coli (DAEC). In
this study 144 and 163 E. coli colonies were isolated from the fecal samples of 50
dogs and 50 cats, respectively, with and without diarrhea from a Veterinary Hospital
(clinical isolates). The virulence factors were determined using multiplex Polymerase
Chain Reaction. Only for DEC strains were performed adherence to HEp-2 and HelLa
cells assays, antimicrobial resistance and serotype (somatic or flagellar antigens).
We found 25 (17.4%) and 4 (2.5%) E. coli diarrheagenic strains isolated from dogs
and cats, respectively. Only the EPEC and EAEC pathotypes were found in both
animals. Meanwhile, genes from other pathotypes (STEC, EIEC, and ETEC) were
not found in these clinical isolates. The adherence capacity of cells in culture was
examined. All of the diarrheagenic strains showed mannose-resistant adherence to
HEp-2 and Hela cells, and aggregative adherence was predominant in these
isolates. Multiresistant strains to antimicrobials were found in most diarrheagenic
strains including usual and unusual antimicrobials in veterinary practices. The
serotypes of these DEC isolates were variable. The strain ONT serogroup was
predominant in these isolates. Some serotypes found in our study were described to
human DEC. Here, we demonstrated that pets carry virulent DEC genes, which are
mainly strains of EPECs and EAECs. The presence of these virulence factors in
isolates from animals without diarrhea suggests that pets can act as a reservoir for
human infections.

Keywords: Escherichia coli. Dogs. Cats. Diarrhea. Zoonosis.
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1. INTRODUCAO

1.1. ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli foi descrito pela primeira vez em 1885, pelo pediatra
alemao Theodore Von Escherich, que o denominou, inicialmente, de Bacterium coli
comune (ESCHERICH, 1885). Em 1919, ap6s uma revisdo da nomenclatura, foi
renomeada para Escherichia coli, fazendo referéncia ao seu descobridor.

E um bacilo Gram negativo, representante importante da familia
Enterobacteriaceae, ndao esporulado, oxidase negativo, pode ou ndo apresentar
motilidade. Fontes de carbono como acetato e glicose sdo usados para o
crescimento, porém o citrato ndo pode ser utilizado. Produzem acidos a partir da
glicose, sendo o &cido formico hidrolisado a hidrogénio e diéxido de carbono.
Acetoina ou acetil metil carbinol ndo sdo formados, revelando negativo para a prova
de Voges-Proskauer (VP). Ndo produzem sulfito de hidrogénio, mas produzem indol
a partir do triptofano (TRABULSI; ALTERTHUM, 2004). E. coli faz parte das
bactérias anaerébias facultativas, que colonizam o trato intestinal de humanos e
animais de sangue quente (DRASAR; HILL, 1974).

E. coli, componente da microbiota normal intestinal (ROBINS-
BROWNE, 1987), € um dos principais agentes de infec¢fes intestinais em humanos
(GILES; SANGSTER, 1948; LEVINE, 1987; SMITH, 1949) e outros animais como
bovinos, porcos e coelhos (BLANCO et al., 1993; CASTRO et al., 1984; ROBINS-
BROWNE et al., 1994).

Além disso, algumas linhagens de E. coli estdo associadas a
infeccbes extraintestinais em diferentes hospedeiros. Em humanos, séo
responsaveis por importantes patologias como septicemia (ORSKOV; ORSKOV,
1985), infecgbes do trato urinario (ITU) (PECHERE, 1985) e até meningite neonatal
(OVERALL JR., 1970), e elas vém causando grandes prejuizos em diversas areas
da saude. Em cées e gatos podem causar ITU (PEETERS, 1994; WOOLEY; BLUE,
1976) e piometra em cades (BJURSTROM, 1993).
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As amostras de E. coli associadas a infec¢des extraintestinais sao
conhecidas por EXPEC (RUSSO; JOHNSON, 2000), enquanto as amostras
associadas as infecc¢des intestinais, tanto em humanos como em outros animais, sdo
conhecidas como E. coli diarreiogénicas (DEC) (NATARO; KAPER, 1998).

De modo geral, a evolucdo fez com que algumas cepas de E. coli
adquirissem fatores de viruléncia através da transferéncia horizontal de genes. Por
isso, a capacidade de E. coli de causar um amplo espectro de doencas em humanos
vem aumentando nos ultimos anos (NATARO; KAPER, 1998).

Em 1947 Kauffmann propds, pela primeira vez, que linhagens de E.
coli fossem identificadas tendo-se como base seus principais antigenos de
superficie. Dividindo esta espécie em sorogrupos baseados na composicao do
antigeno somatico O, estavel ao calor, relacionados com polissacarideos da
membrana externa. Em sorotipos, que sao caracterizados pela composicdo do
antigeno flagelar H, termo-labil, e antigenos capsulares K termoestaveis,
relacionados com polissacarideos capsulares. Caracterizando-se, portanto, a
linhagem em O:H ou O:K:H (BLANCO et al., 1994).

Foram descritos, até o0 momento mais de 180 antigenos O, 60 H e
100 K diferentes, possibilitando inUmeras combinacdes (CAMPOS; FRANZOLIN;
TRABULSI, 2004).

1.2 FATORES DE VIRULENCIA

Existem diversos fatores de viruléncia encontrados em linhagens de
DEC, como as adesinas (fimbriais e afimbriais), invasinas, toxinas, sistemas de
captacdo de ferro (aerobactinas), ilhas de patogenicidade, resisténcia aos diversos
antimicrobianos (multiresisténcia) e outros fatores. A presenca ou auséncia de
determinados fatores de patogenicidade tem sido muito importante em estudos
envolvendo principalmente a epidemiologia da doenca. Inclusive técnicas
moleculares foram bastante utilizadas na epidemiologia molecular bacteriana
(VERSALOVIC; KOEUTH; LUPSKI, 1991).
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A colonizagdo das enterobactérias em determinados tecidos do
hospedeiro ocorre através de adesinas bacterianas, que podem ser mediadas por
estruturas de superficies denominadas fimbrias ou por proteinas afimbriais. O
processo de adesdo é importantissimo nas etapas iniciais da infeccao (KLEMM;
SCHEMBRI, 2000).

Algumas linhagens de E. coli possuem capacidade de invadirem
tecidos causando bacteremia, meningites e outras patologias graves. Esse processo
de invasdo geralmente é mediado por proteinas conhecidas como invasinas
produzidas por esses agentes (NIEMANN; SCHUBERT; HEINZ, 2004). Outros
fatores ainda desconhecidos também podem estar envolvidos nesses processos
invasivos.

As capsulas ou antigenos K, que sdo estruturas compostas por
substancias poliméricas extracelulares, podem apresentar funcbes relacionadas a
patogenicidade, como atividade antifagocitaria, adesdo e resisténcia a
antimicrobianos (JANN; JANN, 1977).

Algumas linhagens de E. coli produzem exotoxinas (enterotoxinas e
shiga-toxinas) causando quadros de intoxicacdo alimentar. As endotoxinas, por sua
vez, também podem ser consideradas fatores de viruléncia, pois sdo substancias
responsaveis por varias manifestacdes que acompanham as infecgbes intestinais e
extraintestinais (SEARS; KAPER, 1996).

Recentemente, foram descobertas regides do DNA compostas por
cassetes de genes de viruléncia que, dependendo do tamanho, podem ser
transferidas de uma bactéria para outra conferindo-lhe a capacidade de causar
doencas. Essas regides foram denominadas “ilhas de patogenicidade” (HACKER;
KAPER, 2000).

A determinagdo de possiveis fontes de infec¢cdo € importante na

prevencao e controle de infec¢des bacterianas, como as de origem intestinais.
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1.3 DEC

As amostras de E. coli associadas a infec¢ao intestinal, tanto em
criancas, adultos e outras espécies, sdo conhecidas como DEC e sédo classificadas
em seis patotipos ou categorias, baseado nos seus marcadores de viruléncia
especificos, manifestagbes clinicas e a sua interacdo com células epiteliais
cultivadas in vitro (BEUTIN, 1999; NATARO; KAPER, 1998). Esses patotipos sao:

a. E. coli enteropatogénica (EPEC), expressando fatores de colonizacao, tais
como a intimina (codificada pelo gene eae) e “bundle forming pili” (BFP);

b. E. coli enterotoxigénica (ETEC), caracterizadas por produzirem toxinas
termo-labeis (LT) e termo-estaveis (ST) e diferentes antigenos de
colonizacao hospedeiro especificos;

c. E. coli enteroinvasiva (EIEC), caracterizadas por se comportarem como
Shigella, ndo somente na patogénese, com invasdo e multiplicacdo da
bactéria nos enterécitos, mas também no comportamento bioquimico
(incapacidade de descarboxilar a lisina e a auséncia de flagelo);

d. E. coli enteroagregativa (EAEC), mostrando um padrédo de adeséo do tipo
agregativa as células HEp-2 e Hela,;

e. E. coli produtora de Shiga-Toxinas (STEC), expressando um ou mais tipos
distintos de citotoxinas (Stx1 e Stx2).

f. E. coli que adere difusamente a células epiteliais (DAEC); ainda hoje esta

categoria ndo € muito definida.

A patogénese das infec¢Oes intestinais causada por DEC varia entre
um patotipo e outro. Cada uma apresenta mecanismos de viruléncia especificos,
causam manifestacBes clinicas distintas, apresentam aspectos epidemioldgicos
diferentes, pertencem aos sorotipos O:H definidos, além de apresentarem tipos
especificos de interacdo com células epiteliais in vitro (NATARO; KAPER, 1998).

Embora essa classificacdo continue sendo amplamente empregada,
tem sido demonstrado que algumas categorias incluem microrganismos distintos.

Desta forma, as amostras de EPEC e EAEC foram subdivididas em tipicas e atipicas



14

e algumas linhagens de STEC sao classificadas como E. coli enterohemorragicas
(EHEC) (HARRINGTON; DUDLEY; NATARO, 2006; KAPER; NATARO; MOBLEY,
2004).

1.3.1 EPEC

EPEC apareceu na década de 40 como uma epidemia de
gastroenterite infantii aguda em uma creche, produzindo-se um indice de
mortalidade da ordem de 50%. As linhagens de EPEC infectaram popula¢ctes
humanas através do mundo e permanecem ainda como uma das causas primarias
de diarreia infantil em paises em desenvolvimento (ALBERT et al., 1995; TORRES
et al., 2001). No Brasil, por exemplo, sdo responsaveis por mais de 30% dos casos
de diarreia em criancas de baixo status socio econémico. (SOUZA et al., 2002).

O termo E. coli enteropatogénica foi criado em 1955 por Erwin Neter
para designar um grupo de cepas de E. coli associados a diarreia infantil e
diferencia-las das cepas comensais ou das que causam infeccdes extra-intestinais
(NETER et al.,, 1955). Mas o potencial patogénico da EPEC s6 foi confirmado e
amplamente aceito anos depois, apds estudos realizados com voluntarios onde eles
ingeriram o0 microrganismo confirmando-se o0s sintomas evidentes de diarreia
(LEVINE et al., 1978).

A diarreia provocada por EPEC é, clinicamente, mais grave do que
aquelas provocadas por outros patdgenos, acompanhado de dores abdominais,
vomitos e febre, com duracdo de seis horas a trés dias, periodo de incubacgéo entre
17 a 72 horas (FRANCO; LANDGRAF, 1996; SENERWA et al., 1989).

O principal mecanismo de patogenicidade de EPEC se caracteriza
por uma lesdo histopatolégica no epitélio intestinal denominada “Attaching and
Effacing” (A/E), por tanto este mecanismo inicia-se com a adeséao intima da bactéria
a membrana apical do enterdcito, levando a destruicdo das microvilosidades
intestinais e resultando na formacédo de estruturas semelhantes a pedestais, este
fenbmeno ocorre pela polimerizacdo da actina e proteinas do citoesqueleto da célula
hospedeira (MOON et al., 1983; TRABULSI; KELLER; TARDELLI GOMES, 2002).
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Os genes necessarios para o estabelecimento da lesdo A/E estdo
localizados em uma ilha de patogenicidade cromossomal de 35 kb, denominada
Locus of Enterocyte Effacement (LEE) (MCDANIEL et al., 1995). A regidao LEE é
constituida por 41 Open Reading Frames (ORF) organizadas em cinco operons, que
sdo: LEE1, LEE2, LEE3, LEES5 e LEE4 (DEAN; MARESCA; KENNY, 2005).

Os trés primeiros operons contém os genes que codificam o sistema
de secrecdo do tipo Il (SST3), e o gene regulador ler, cuja funcdo é regular
positivamente os genes dentro e fora de LEE (ELLIOTT et al., 2000; GARMENDIA,;
FRANKEL; CREPIN, 2005; MELLIES et al., 1999). LEE4 contém o0s genes que
codificam as proteina EPEC secreted proteins (EspA, EspD, EspB, EscF) as quais
sao secretadas pelo SST3 (NEVES et al., 2003; SEKIYA et al., 2001). LEE5 contém
0S genes eae, tir e cesT, 0s quais codificam, respectivamente, a adesina afimbrial
intimina, o seu receptor Tir (translocated intimin receptor) e a chaperonina CesT das
proteinas Tir e Map (mitocondrial-associated protein) (SANCHEZ-SANMARTIN et al.,
2001).

A intimina, é uma proteina de membrana externa de 94 kDa
codificada pelo gene eae, que é responsavel pela aderéncia intima da bactéria a
célula do hospedeiro (JERSE et al.,, 1990). A intimina apresenta duas regides
funcionais, carboxi- e amino-terminais. A por¢do N-terminal, inserida na membrana
externa da bactéria, € extremamente conservada entre diferentes amostras (TOUZE
et al., 2004). A porcdo C-terminal, especificamente os ultimos 280 residuos de
aminoacidos, corresponde ao dominio que interage com Tir e € considerada variavel,
definindo os diferentes subtipos de intimina, que sdo designadas por letras do
alfabeto grego (ADU-BOBIE et al.,, 1998). Cada um deles pode estar relacionado
com o tropismo tecidual da bactéria para diferentes regides do intestino (PHILLIPS;
FRANKEL, 2000).

O receptor da intimina € a proteina Tir, sintetizada e translocada pela
propria bactéria para a célula epitelial (KENNY et al., 1997). E uma proteina integral
de membrana de 90 kDa, apds ser translocada, Tir € fosforilada e se insere na
membrana da célula hospedeira. Tir apresenta uma estrutura em grampo, onde as

por¢cdes carboxi- e amino-terminais localizam-se dentro da célula hospedeira e
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interagem com proteinas do citoesqueleto, e a alga extracelular funciona como
dominio de ligacdo para a Intimina. Essa interacéo leva a formagé&o dos pedestais na
célula hospedeira (CAMPELLONE; LEONG, 2003; DE GRADO et al., 1999;
GOOSNEY; DEVINNEY; FINLAY, 2001; HARTLAND et al., 1999).

Em 1995, na cidade de Sao Paulo, Brasil, realizou-se o segundo
Simpésio Internacional de E. coli. Nesta ocasido, as amostras de EPEC foram
divididas em EPEC tipicas (tEPEC) e atipicas (aEPEC). As duas subcategorias se
diferenciam na presenca ou auséncia do plasmideo EAF (EPEC factor adherence),
respectivamente (KAPER, 1996). O plasmideo EAF contém os genes envolvidos
com a expressdo de uma adesina fimbrial denominada bundle-forming pilus (BFP),
além do operon per (plasmid encoded regulator), o qual codifica genes reguladores
de fatores de viruléncia de EPEC (TRABULSI et al., 2002). O plasmidio EAF néo é
essencial para a formacdo de lesbes A/E, embora sua presenca aumente a
eficiéncia do processo.

O operon bfp, constituido por 14 genes, codifica a expressédo do
BFP, fimbria do tipo IV, organizada na forma de feixes. BFP é responsavel pela
adeséo localizada da bactéria na célula hospedeira no primeiro estagio da lesdo A/E
(GIRON; HO; SCHOOLNIK, 1991; STONE et al., 1996). Foi relatada a presenca de
esta fimbria em amostras de origem canina, 0 que sugere proximidade com as
amostras de tEPEC humanas (ALMEIDA, 2005).

Por muitos anos, o mecanismo pelo qual EPEC causava diarreia era
desconhecido, e este patotipo sé era identificado com base no sorotipo O:H. Em
1987, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconheceu 0s seguintes sorogrupos
classicos de EPEC: 026, O55, 086, 0111, 0114, 0119, 0125, 0126, 0127, 0128,
0142 e 0158 (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1987). Hoje se sabe que esses
sorogrupos podem pertencer a outras categorias de DEC como, por exemplo, EAEC
e EHEC (TRABULSI et al., 2002).

Os sorogrupos classicos de EPEC pertencem principalmente tEPEC,
por outro lado, amostras de aEPEC apresenta uma grande diversidade de sorotipos,

a maioria ndo pertencentes aos sorogrupos classicos ou sdo nao tipaveis (CAMPOS
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et al., 1994; DO VALLE et al., 1997; RODRIGUES et al., 1996; SCOTLAND et al.,
1996).

Os principais sorotipos que representam tEPEC sdo O55:H6,
086:H34, 0O111:H2, O114:H2, O119:H6, O127:H6, O142:H6 e O142:H34, e no caso
das amostras de aEPEC s&o 026:H11, O55:H7, O55:H34, 086:H8, Ol11llac:HS,
0O111:H9, 0O111:H25, 0119:H2, Ol125ac:H6, 0128:H2 (TRABULSI et al., 2002).
Esses dados foram recolhidos de pesquisas feitas em diferentes lugares como Italia
(GIAMMANCO et al., 1996), Reino Unido (SCOTLAND et al., 1996), Rio de Janeiro
(ROSA et al., 1998) e Sdo Paulo (CAMPOS et al., 1994; DO VALLE et al., 1997,
RODRIGUES et al., 1996).

Na presenca de células epiteliais, as amostras de tEPEC
determinam um padrao de adeséo localizada (LA) (SCALETSKY; SILVA; TRABULSI,
1984), enquanto as aEPEC podem apresentar padréo de aderéncia localizada-like
(LAL), adesao localizada (LA), adesdo agregativa (AA), adesdo difusa (DA), ndo
definidos (UND) e amostras sem adesdo (NA) (SCALETSKY et al., 1996).

Cepas de tEPEC sao encontradas principalmente nos seres
humanos como reservatorio, sdo raramente isolados de animais, ao contrario de
cepas de aEPEC que tem sido isoladas de humanos e de diferentes espécies de
animais (NATARO; KAPER, 1998; ROTTNER; STRADAL; WEHLAND, 2005).

1.3.2 STEC

As cepas de STEC merecem relevancia como bactérias que podem
causar desde uma diarreia branda até severas diarréias sanguinolentas (colites
hemorragicas - HC), que podem evoluir para complicacbes intestinais como a
Sindrome Hemolitica Urémica (SHU) e a Pdarpura Trombocitopénica Trombdtica
(PTT) (EKLUND; LEINO; SIHITONEN, 2002; GRIFFIN; TAUXE, 1991; NATARO;
KAPER, 1998).

O reconhecimento de STEC como uma classe patogénica foi o
resultado de duas linhas de estudo: a primeira foi pela capacidade de algumas

cepas de E. coli, pertencentes aos sorogrupos 018, 026, O111, 0126 e 0128, de
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produzirem toxinas, referida como Verotoxina (VT), que induzia um efeito citotoxico
distinto em células Vero (células de rim de macaco verde africano)
(KONOWALCHUK; SPEIRS; STAVRIC, 1977). Em 1982, foi identificada uma toxina
de E. coli que apresentava similaridades com a toxina de Shigella dysenteriae,
porque esta inibia a sintese protéica em células de adenocarcinoma de colo uterino
humano (células HelLa), foi chamada toxina Shiga-like toxin (SLT) (O'BRIEN, A. D. et
al., 1982).

A segunda linha de estudo, foi em 1983 quando comecaram a
aparecer surtos de HC nos Estados Unidos por um raro sorotipo de E. coli, 0157:H7,
associado a ingestdo de hamburguer mal cozido. As amostras de E. coli isoladas
revelaram a presenga de SLT, confirmando que a citotoxina Vero e SLT eram a
mesma toxina (O'BRIEN, A. O. et al., 1983). Em 1996, a adoc¢do da nomenclatura E.
coli produtora de Shiga-toxina passou a ser emprega, embora grupos distintos de
pesquisadores ainda designem esta citotoxina como VT (CALDERWOOD et al.,
1996).

Mais de 200 sorotipos de E. coli apresentam a capacidade de
produzir Stx, entretanto o sorotipo O157:H7 é considerado 0 mais importante
(NATARO; KAPER, 1998). Devido a associagdo de O157:H7 com surtos de HC
ocorrido maiormente no Japao (LICENCE et al., 2001; MICHINO et al., 1999; RILEY
et al., 1983) as cepas pertencentes a este sorotipo foram denominadas E. coli
enterohemorragicas. Por tanto, EHEC passou a ser um subgrupo de STEC
(JOHNSON; LIOR; BEZANSON, 1983; LEVINE, 1987; WHIPP; RASMUSSEN;
CRAY, 1994).

EHEC é um patégeno intestinal que pode causar doenca com
apenas 10 unidades formadoras de colénia (UFC). Criangas, menores de 10 anos e
idosos constituem o0s principais grupos de risco que podem desenvolver SHU
(GRIFFIN; TAUXE, 1991).

Cepas de E. coli O157:H7 sdo responsaveis por causar
aproximadamente 73 mil casos de doenca e mortes por ano nos Estados Unidos
(GANSHEROFF; O'BRIEN, 2000).
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O mecanismo de patogenicidade de STEC ocorre primeiro, pela
sobrevivéncia no ambiente acido do estdmago, adesdo na mucosa do colon e
posterior colonizacdo e pela producdo de Stx. Por isso, o numero de UFC
necessarias para causar infeccdo € relativamente pequeno, aproximadamente entre
100 a 200 (SCHMIDT et al., 1993).

STEC sdo capazes de elaborar duas potentes citotoxinas
denominadas Stx1 e Stx2, codificadas pelos genes stx1l e stx2 respectivamente,
inseridos em fagos lambda que se integram ao cromossomo bacteriano. Algumas
cepas de STEC produzem somente uma das citotoxinas, enquanto outras produzem
ambas as toxinas (BERTIN et al., 2001; SCHMIDT et al., 1993).

A estrutura da Stx consiste de duas subunidades A e B,
representada pelo modelo 1A:5B. A subunidade A de aproximadamente 32 kDa, €
composta de duas subunidades, Al (fracdo ativa da toxina) e A2 (liga as
subunidades A e B). A subunidade B formada por um conjunto de 5 fracbes
idénticas, responsaveis pela ligacdo da toxina a célula eucaridtica pelo receptor
glicolipidico Gb3 (JACEWICZ et al., 1986; MELTON-CELSA; O'BRIEN, 1996; TESH,;
O'BRIEN, 1991).

As cepas de EHEC, além da producgdo de Stx expressam proteinas
dos genes da regido LEE como a intimina causando a lesdo histopatoldgica A/E,
descrita anteriormente em EPEC. A intimina € um fator importante na colonizagéo
para EHEC em animais como bovinos, ovinos, caprinos e suinos (MAINIL; DAUBE,
2005). No entanto, mutantes intimina-negativos ainda sdo capazes de colonizar
certos locais do trato gastrointestinal, indicando que outros fatores de colonizacéo

podem estar presentes.

1.3.3 EAEC

EAEC é um patotipo de E. coli diarreiogénica que tem a capacidade
de aderir a células epiteliais HEp-2 in vitro com um padrdo denominado agregativo
(NATARO et al., 1987; VIAL et al., 1988). Recentemente foi reconhecido como um

grupo de importancia por estar associado a casos de diarreia aquosa e
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frequentemente persistente em paises em desenvolvimento e desenvolvidos
(HARRINGTON et al., 2006; KAPER, et al., 2004; WEINTRAUB, 2007).

As primeiras amostras estabelecidas como ades&o agregativa (AA)
foram isoladas em um estudo epidemiologico envolvendo criangas com diarreia no
Chile (NATARO et al., 1987). A importancia desta classe em Saude Publica esta
aumentando e ganhando reconhecimento, porque pode afetar tanto criangcas quanto
adultos (HUANG et al., 2004; ITOH et al., 1997; JIANG et al., 2002).

Foram realizados varios estudos tentando relacionar a diarreia
aguda com EAEC em paises em desenvolvimento. Alguns deles encontraram essa
associacado (BOUZARI et al., 1994; GONZALEZ et al., 1997; NATARO et al., 1987;
PAUL et al., 1994), mas em outros ndo apareceu essa relacdo (BHATNAGAR et al.,
1993; CRAVIOTO et al., 1991; GOMES et al., 1998), esta diferenca pode ser dada
pelas distintas faixas etarias estudadas ou os métodos de detecgdo de EAEC. Por
exemplo, nos Estados Unidos, € um dos patdogenos mais comumente encontrados
em casos de diarreia (FLORES; OKHUYSEN, 2009).

EAEC apresenta uma diarreia persistente maior ou igual aos 14 dias
(BHAN et al., 1989; CRAVIOTO et al., 1991), visto em estudos em paises em
desenvolvimento.

Esta classe de E. coli é considerada a segunda causa mais comum
da chamada “diarreia dos viajantes”, porque estas cepas podem estar presentes em
alimentos provenientes de areas onde a infec¢cdo é endémica, e onde a infeccéo
pode ser assintomatica (ADACHI et al., 2002; ADACHI et al., 2001).

No padrdo AA as bactérias aderem-se umas as outras, a superficie
das células HEp-2, e também a superficie da laminula na auséncia de células, em
uma forma que lembra tijolos empilhados, formando agregados heterogéneos
(NATARO et al., 1987).

Por ser um grupo heterogéneo, a sua identificacdo é complicada
(HUANG et al., 2004). Acredita-se que a patogénese de EAEC envolve a aderéncia
na mucosa intestinal por fimbrias, codificadas pelos genes de viruléncia aggA e
aggfA que estdo inseridos em um plasmidio de 60 MDa, que por sua vez codifica um

ativador transcricional dos genes de viruléncia, denominado AggR (NATARO;
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KAPER, 1998). Apés disso, tem um aumento na producdo de muco por parte da
célula hospedeira, formando um biofilme no local, e por ultimo ocorre uma resposta
inflamatoria com liberacdo de citocina, aumentando a secrecdo de fluido intestinal
(JIANG et al., 2002).

Um estudo com voluntarios demonstrou que a ingestdo de 10*° UFC
de EAEC causou diarreia (NATARO et al., 1995), entretanto, ainda n&o se sabe a
dose infectante (HUANG et al., 2004).

Os sorotipos de EAEC mais frequentes foram relatados por Nataro e
Kaper (1998): O3:H2, O15: H18, 086:NM, O77:H18, O111:H12, O1l1l1:H21 e
0127:H2. Mas a sorotipagem nao é uma grande ajuda para representar as cepas
de EAEC devido a um grande numero de cepas imdveis ou nao tipaveis quanto ao
antigeno H (KNUTTON et al., 1992; UBER et al., 2006; VIAL et al., 1988).

1.3.4 ETEC

ETEC foi descrita por primeira vez na India (GORBACH et al., 1971;
SACK, 1980) e é considerado o segundo maior grupo de E. coli associada a diarreia
(HART; BATT; SAUNDERS, 1993; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2005).

E conhecida como agente causador da “diarreia dos viajantes” entre
adultos de paises desenvolvidos visitando areas endémicas, onde infec¢cdes por
ETEC séo frequentemente assintomaticas e as condi¢cdes higiénico-sanitarias sao
precérias, e diarreia infantil de 1 a 5 anos de idade (NATARO; KAPER, 1998).

As infeccBes causadas por ETEC pode variar desde uma diarreia
leve até tipo colera desidratante e fatal (BLACK, 1993). Além disso, pode causar
diarreia em animais domeésticos, o que leva a perdas econdmicas na criacdo de
bovinos, caprinos, suinos e aves (GUTH, 2000; HIRST, 1999).

A patogenicidade de ETEC é resultante pela producéo de dois tipos
de enterotoxinas: termo-labil (LT), termo-estavel (ST). A toxina LT é muito similar
com a toxina colérica. Além disso, apresentam fatores de colonizacdo (CFs), que
sdo proteinas de superficie que reconhecem receptores especificos (glicoproteinas)
no epitélio intestinal (COHEN; GIANNELLA, 1995).
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Os genes est, elt codificam as toxinas LT e ST respectivamente e
sdo encontrados em plasmidios, entretanto alguns genes que codificam ST foram
encontrados em transposons (NATARO; KAPER, 1998).

A transmissdo da infec¢do por ETEC é fecal-oral pela ingestao de
agua ou de alimentos contaminados (CLARKE, 2001; DANIELS et al., 2000), com
uma dose infectante de aproximadamente 10® UFC. A infeccéo é caracterizada por
diarreia aquosa, nausea, vomito, coélicas abdominais e febre baixa (NATARO;
KAPER, 1998).

1.3.5 EIEC

E a terceira classe de E. coli associada com diarreia, semelhante a
Shigella spp. na patogenia e nos antigenos soméaticos (DUPONT et al., 1971). Cepas
de EIEC séo frequentemente ndo moveis, sGo menos ativos bioquimicamente que
tEPEC, ndo tem producao de gas e ndo descarboxila a lisina (TOLEDO; TRABULSI,
1983).

O reservatorio de EIEC € o ser humano e é causa significante de
mortalidade em criancas de paises desenvolvidos. A transmissdo € por contato
pessoal ou pela ingestdo de alimentos contaminados (GORDILLO et al.,, 1992;
HARRIS et al., 1985).

Como algumas espécies de Shigella, estas cepas invasivas
apresentam plasmidios de alto peso molecular de 140 MDa, o gene ipaH esta
inserido dentro de este plasmidio, determinando o mecanismo de invasao (HALE et
al., 1983; HARRIS et al., 1982; HART et al., 1993).

Estudos com voluntarios demonstraram que sdo necessarias 10°
UFC para provocar doenca em adultos saudaveis. Sua patogenicidade deve-se a
capacidade de invadir e causar inflamacdo e necrose na mucosa do coélon
(NATARO; KAPER, 1998; SANSONETTI, 1992). A primeira etapa comeca pela
penetracdo na célula epitelial, lise do vacuolo endocitico, multiplicacéo intracelular,
movimento direcional no citoplasma e extensdo em direcdo as células epiteliais
adjacentes (SANSONETTI, 1992).
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Os sorotipos descritos até o momento diferem dos sorotipos
classicos de EPEC e ETEC, os mais encontrados sdo 028:H, 029:H, O112:H",
0124:H", 0124:H7, 0124:H30, O135:H, O136:H’, O144:H°, O152:H°, O167:H5 and
0173:H (NATARO; KAPER, 1998; ORSKOV et al., 1991).

1.4 DEC Em CAEs E GATOS

Alguns estudos indicam que a transmissdo de DEC pode ocorrer
entre cdes e humanos. Caes assintomaticos foram identificados como portadores de
linhagens de STEC patogénicas humanas, incluindo linhagens de O157:H7, e estas
poderiam causar surtos de infec¢cdes por EHEC em humanos (TREVENA et al.,
1996).

EPEC é considerado como uma importante causa de diarreia em
caes, particularmente em filhotes e seriam amostras diferentes encontradas em
outras espécies. As primeiras cepas de EPEC foram detectadas por microscopia
eletrénica do intestino de um filhote com oito semanas de idade (BROES et al.,
1988). As amostras apresentavam o sorotipo O49:H10, ndo era invasiva e nao
produzia nenhum tipo de enterotoxinas. Beaundry e colaboradores (1996)
detectaram a presenca do gene bfpA e eae em uma amostra de cachorro. EPEC em
cdes e gatos também foi identificada na Bélgica (MAINIL et al., 1998); Pospischil e
colaboradores (1987) detectaram a lesdo A/E em dois gatos com diarreia.

Os sorogrupos classicos de EPEC foram ocasionalmente isolados
de gatos com diarreia e cdes sem diarreia.

Cepas de ETEC também foram isoladas em caes com diarreia, a
maioria caracterizada inicialmente pela técnica de al¢ca ligada de coelho, por testes
soroldgicos e PCR, mas ndo foram encontradas em caes saudaveis. A maioria das
ETEC néo expressou a toxina ST (DROLET et al., 1994, HAMMERMUELLER et al.,
1995; PRADA et al., 1991).

A presenca de fatores de patogenicidade de linhagens de E. coli
isoladas de cées e gatos semelhantes as linhagens de origem humana, poderia ser

uma evidéncia da transmissdo da doenca para humanos, ou seja, esses animais
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poderiam ser considerados fontes de infeccdo de DEC para humanos. Além disso,
sorotipos idénticos encontrados em cées, gatos e humanos seria mais um indicio do
potencial zoon6tico dessas linhagens.

Levando em conta a proximidade existente entre esses animais de
companhia e os humanos, e a importancia de DEC para a saude publica, o estudo
desse microrganismo em relacdo a sua patogenicidade é de extrema importancia

sob o ponto de vista epidemiologico e preventivo.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL:

O trabalho tem como principal objetivo isolar DEC em fezes de cées

e gatos, e verificar o potencial zoonético dessas amostras.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS:

- Isolar e identificar amostras de E. coli em fezes de cées e gatos com e sem
diarreia.

- Determinar a presenca de fatores de viruléncia em amostras de DEC
isoladas de cées e gatos com e sem diarreia.

- Caracterizar fenotipicamente amostras de DEC isoladas no trabalho.

- Verificar se os sorotipos dos isolados sdo encontrados em DEC de origem

humana.
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4 ARTIGO CIENTIFICO

ARTIGO SUBMETIDO A REVISTA VETERINARY MICROBIOLOGY

4.1 Detection of Diarrheagenic Escherichia coli strains isolated from dogs

and cats in Brazil

Juan Pufio-Sarmiento®, Leonardo Medeiros®, Carolina Chiconi?, Fernando Martins®,
Jacinta Pelayo?®, Sérgio Rocha®, Jorge Blanco?, Miguel Blanco*, Marcelo Zanutto?,
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Abstract: Escherichia coli are gut microbiota bacteria that can cause disease in
some humans and other animals, including dogs and cats that humans often keep as
pets. E. coli diarrheagenic (DEC) strains are classified into six categories:
enteropathogenic (EPEC), enterotoxigenic (ETEC), Shiga toxin-producing (STEC),
enteroinvasive (EIEC), enteroaggregative (EAEC), and diffuse-adhering Escherichia
coli (DAEC). In this study 144 and 163 E. coli colonies were isolated from the fecal
samples of 50 dogs and 50 cats, respectively, with and without diarrhea from a
Veterinary Hospital (clinical isolates). The virulence factors were determined using
multiplex Polymerase Chain Reaction. Only for DEC strains were performed
adherence to HEp-2 and HelLa cells assays, antimicrobial resistance and serotype
(somatic or flagellar antigens). We found 25 (17.4%) and 4 (2.5%) E. coli
diarrheagenic strains isolated from dogs and cats, respectively. Only the EPEC and
EAEC pathotypes were found in both animals. Meanwhile, genes from other
pathotypes (STEC, EIEC, and ETEC) were not found in these clinical isolates. The
adherence capacity of cells in culture was examined. All of the diarrheagenic strains
showed mannose-resistant adherence to HEp-2 and HelLa cells, and aggregative
adherence was predominant in these isolates. Multiresistant strains to antimicrobials
were found in most diarrheagenic strains including usual and unusual antimicrobials
in veterinary practices. The serotypes of these DEC isolates were variable. The strain
ONT serogroup was predominant in these isolates. Some serotypes found in our
study were described to human DEC. Here, we demonstrated that pets carry virulent
DEC genes, which are mainly strains of EPECs and EAECs. The presence of these
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virulence factors in isolates from animals without diarrhea suggests that pets can act
as a reservoir for human infections.

Keywords: Escherichia coli. Diarrhea. Pets. Animals. Virulence factors. Zoonosis.

1 Introduction

Escherichia coli strains can cause several enteric disease and extra-
intestinal diseases, most of which include diarrhea, dysentery, hemolytic uremic
syndrome, bladder infections, septicemia, pneumonia, and meningitis (Kaper et al.,
2004). E. coli is a normal commensal inhabitant of the gut in humans and other
warm-blooded animals.

Previously, the most extensive investigations of E. coli infection have
been described in cattle, sheep, and pigs. However, recently dogs and cats that live
in close proximity with humans could become a focus of disease transmission
studies. Because the contact between humans and pets has increased, the
possibility of pathogenic micro-organism transmission between these organisms is
very high.

The virulence markers associated with diarrheagenic E. coli fall into
five categories in dogs and cats (Beutin, 1999): Enteropathogenic (EPEC),
Enterotoxigenic (ETEC), Enteroinvasive (EIEC), Shiga toxin-producing (STEC), and
Enteroaggregative (EAEC).

Some animal diarrheagenic E. coli induce attaching and effacing
(A/E) lesions in the gut mucosa leading to diarrheal disease. The first cases of EPEC
were detected in dogs using an electron microscope to study the intestines of a
puppy (Broes et al., 1988). Since then, there have been two reported cases in cats
(Pospischil et al.,, 1987). E. coli strains possessing virulence markers have been
isolated from healthy and diarrheic dogs and cats (Beaudry et al., 1996; Beutin,
1999; Goffaux et al., 2000; Morato et al.,, 2009; Nakazato et al., 2004; Peeters,
1994).

STEC strains expressing one or more different types of cytotoxins
STx1 and STx2 (Caprioli et al., 2005) can cause hemolytic uremic syndrome (HUS)

in humans, a systemic complication that can lead to death (Eklund et al., 2002).
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Cattle and other ruminants were identified as a major natural reservoir for STEC
(Blanco et al., 2001; Mercado et al., 2004), but dogs and cats can also serve as
reservoirs of STEC strains (Bentancor et al., 2007; Staats et al., 2003). Moreover,
EHEC 0157:H7 was found in dog feces (Trevena et al., 1996).

The occurrence of ETEC in pets and their role in diarrheal illness is
less well defined. ETECs are well known in humans (Nataro and Kaper, 1998),
calves and pigs (Holland, 1990). ETEC strains have been reported in dogs (Beutin,
1999; Hammermueller et al., 1995; Olson et al., 1985; Prada et al., 1991) but few
strains have been studied in cats.

EIEC and EAEC are studied mainly in human infections. The role of
these E. coli strains and their virulence factors in diarrhea is not well known and
requires further investigation.

This article will focus in diarrheagenic E. coli in dogs and cats and
the possibility that transmission of these micro-organisms between different host

species and humans can be extremely high.

2 Materials and Methods

2.1 Fecal samples and bacterial strains

From January to December 2011, fecal specimens were collected
from 50 dogs and 50 cats with a variety of ages, both with and without diarrhea from
a Veterinary Hospital at the Universidade Estadual de Londrina. All of the animals
were from the city of Londrina, in the northern state of Parana, Brazil. Approximately
1 g of feces was collected using cotton swabs, which were then transported to the
laboratory in plastic containers containing Cary-Blair medium (Difco®). The samples
were stored at 22°C and then cultured within 24 h using MacConkey agar (Difco®)
plates which were then incubated at 37°C for 24 h. These procedures were approved
by the Ethical Committee for Animal Research from Universidade Estadual de
Londrina (protocol number 24/2010). Three to four colonies from each plate were

selected and examined using biochemical assays (Ewing, 1986; Toledo et al., 1982a,
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1982b) to confirm the presence of E. coli. Approximately 307 E. coli isolates were
examined in this study. The samples were stored in Brain Heart Infusion (BHI)
(Difco®) plus 20% glycerol (Sigma®) media at -80 °C. For positive and negative
controls in the PCR and adherence assays the following reference strains used: E.
coli E2348/69 (O127:H6, eae+, bfpA+, localized adherence), DEPEC 008 (O98:H28,
eae+, localized adherence like), E. coli EDL 933 (O157:H7, eae+, stx1+, stx2+,
ehxA+), EAEC 042 (aggR+, aggregative adherence), EIEC EDL 1284 (ipaH+), ETEC
H10407 (elt+), ETEC B41 (est+), and E. coli K12C600 (negative control).

2.2 DNA extraction

All strains were grown on Tripticase Soy Agar (Difco®) at 37°C for 24
h. DNA was extracted by suspending five bacterial colonies in 200 pl of sterile water
that was boiled for 10 min and centrifuged at 10,000 g for 5 min. The supernatant

was used as the template in the PCR assays.

2.3 Detecting virulence genes using polymerase chain reaction (PCR)

The presence of virulence genes was examined using two multiplex
PCR techniques. The following virulence markers were used to detect diarrheagenic
E. coli: eae (structural gene for intimin of EPEC and EHEC), bfpA (structural gene for
the BFP of typical EPEC), aggR (transcriptional activator for the AAFs of EAEC), elt,
and est (enterotoxins of ETEC), ipaH (invasion plasmid antigen H found in EIEC
Shigella), stx (Shiga toxins 1, 2), and hly (hemolysin, which can be found in STEC).
Multiplex PCR test methods described previously (Aranda et al.,, 2007; Paton and
Paton, 1998) were used with slight modifications. DNA sequence, size, and
amplification cycles are described in Tables 1 and 2. The amplification of bacterial
DNA was performed using 2.5 pl of supernatant in 25 pl of reaction mixture, which
contained 1.5 U Tag polymerase (Invitrogen®), 0.2 mM of each deoxynucleoside
triphosphate (dNTP, Invitrogen®), 2.5 mM MgCl,, and 2.5 pl PCR Buffer 10X

(Invitrogen®) and the appropriate primers (Tables 1 and 2). The samples were
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subject to PCR in a thermal cycler (Applied Biosystems®) with an annealing
temperature of 52°C and 65°C, as used by Aranda and collaborators (2007) and
Paton & Paton (1998), respectively. Ten microliters of each reaction mixture were
subjected to electrophoresis on a 2% agarose gel followed by staining with 1 pl Gel
Red (Biotium®) and visualization in a UV transilluminator. A 1 Kb DNA ladder

(Invitrogen®) was run on each gel.

Table 1 - PCR primers described by Aranda and collaborators (2007).

Gene PCR Primer sequence (5'- 3') Fragment Concentration Reference
primer (bp) (pmol)

eaeA eael CTGAACGGCGATTACGCGAA 917 10 (Aranda et al.,
eae? CCAGACGATACGATCCAG 2004)

bfpA BFP1 AATGGTGCTTGCGCTTGCTGC 326 1.25 (Aranda et al.,
BFP2 GCCGCTTTATCCAACCTGGTA 2004)

aggR aggRksl  GTATACACAAAAGAAGGAAGC 254 25 (Toma et al.,
aggRksa2 ACAGAATCGTCAGCATCAGC 2003)

elt LTf GGCGACAGATTATACCGTGC 450 0.25 (Aranda et al.,
LTr CGGTCTCTATATTCCCTGTT 2004)

est Stf ATTTTTMTTTCTGTATTRTCTT 190 6.47 (Aranda et al.,
Str CACCCGGTACARGCAGGATT 2004)

ipaH IpaH1 GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC 600 1 (Aranda et al.,
IpaH2 GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC 2004)

stx Vtcom-u GAGCGAAATAATTTATATGTG 518 6 (Toma et al.,
Vtcom-d TGATGATGGCAATTCAGTAT 2003)

Table 2 - PCR primers described by Paton & Paton (1998).

Gene PCR primer Primer sequence (5'- 3') Fragment  Concentration Reference
(bp) (pmol)

eaeA eaeA-F GACCCGGCACAAGCATAAGC 384 10 (Paton and Paton,
eaeA-R CCACCTGCAGCAACAAGAGG 1998)

stx1 Stx1-F ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 180 10 (Paton and Paton,
Stx1-R AGAACGCCCACTGAGATCATC 1998)

stx2 Stx2-F GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 255 10 (Paton and Paton,
Stx2-F TCGCCAGTTATCTGACATTCTG 1998)

ehxA hlyA-F GCATCATCAAGCGTAGCTTCC 534 10 (Paton and Paton,
hlyA-R AATGAGCCAAGCTGGTTAAGCT 1998)

2.4  Adherence assays

E. coli adherence to HEp-2 and HelLa cells was detected as
previously described (Cravioto et al., 1979) with slight modification. Cells were grown
in 24-well tissue culture microplates (BD Falcon, Bedford, MA, USA) in which sterile
round cover slips (13 mm in diameter) were placed prior to inoculation. The growth
medium in each well of the microplate consisted of 0.9 ml of Eagle’s minimal

essential medium (MEM, Invitrogen®) supplemented with 10% fetal calf serum
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(Invitrogen®) and a 1% antibiotic solution (penicillin 100,000 U and streptomycin 100
pg/ml, Sigma®). HEp-2 and HeLa monolayers were grown overnight at 37 °C with 5
% CO, to yield at least 70% confluence. The slides were washed three times with
sterile phosphate buffered saline 0.05 M, pH 7,4 (PBS). Forty microliters of the
overnight bacterial culture were incubated in Trypticase Soy Broth (TSB, Difco®) at
37 °C and added to 0.96 ml of MEM containing 2% fetal calf serum and 3% D-
Mannose (Sigma®). After 3 h of incubation at 37 °C with 5% CO,, the monolayers
were washed with sterile PBS and incubated for an additional 3 h. Next, the slides
were washed five times with PBS, fixed with absolute methanol for 10 min and
stained with May-Grunwald and Giemsa. The slides were examined under a light
microscope oil immersion lens. To determine the adhesion pattern previously
described criteria were used (Nataro et al., 1987; Rodrigues et al., 1996; Scaletsky et
al., 1999).

2.5 Antimicrobial susceptibility was tested using the agar diffusion

technique

Antimicrobial-resistance phenotypes were determined using the agar
disk diffusion method as recommended by the Clinical and Laboratory Standards
Institute (2012). The following antimicrobial agents were used: amoxicillin (AC, 10
Kg), amoxicillin-clavulanic acid (AMC, 30 ug), aztreonam (ATM, 30 pg), tetracycline
(TET, 30 ug), cefotaxime (CTX, 30 pg), imipenem (IPM, 10 pg), nalidixic acid (NAL,
30 ug), gentamicin (GEN, 10 pg), chloramphenicol (CHL, 30 ug), trimethoprim-
sulfamethoxazole (SXT, 25 pg), ampicillin (AMP, 10 pg), ciprofloxacin (CIP, 5 pg),
and streptomycin (STR, 10 pg). Enrofloxacin (EFX, 5 pg) was also tested because
this antimicrobial is commonly used in veterinary clinics. Only isolates that exhibited

some virulence factor were tested for antimicrobials.

2.6  Serotyping
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Isolate serotyping was performed using standard agglutination
methods with antisera to somatic O (01-0O185) and flagellar H (H1-H56) antigens
(Guinée et al., 1981) from the E. coli Reference Laboratory, Santiago de Compostela

University, Lugo, Spain.
2.7  Statistical analysis

The data were expressed as the means = SD. The bacterial groups
were compared using X? (Chi-square test) for independent samples; differences
were considered significant at P < 0.05. The statistical analyses were performed

using BioEstat version 5.0 software.
3 Results
3.1 E.coliisolates

Isolates from 307 E. coli colonies (144 from dogs and 163 from cats)
were obtained from a Veterinary Hospital (clinical strains). Of these isolates, 68 were
fecal samples from dogs with diarrhea and 83 isolates were from cats with diarrhea.
These isolates showed a variable biochemical profile including non-fermentative

lactose and samples that were lysine decarboxylase negative.
3.2 Diarrheagenic E. coli virulence factors

Of all isolates, the following were positive for virulence factors: 25 of
144 (17.4%) were from dogs, and 4 of 163 (2.5%) were from cats. In dogs, 17 of 68
(25.0%) were isolated from dogs with diarrhea, while 8 of 76 (10.5%) were isolated
from dogs without diarrhea. In cats, 1 of 82 (1.2%) isolates were from cats with
diarrhea, while 3 of 81 (3.7%) were isolated from cats without diarrhea (Table 3).

These results demonstrate that a greater number of dogs carry the virulence factors
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compared with the number of cat isolates (p<0,05). Furthermore diarrheagenic E. coli
strains may be associated with diarrhea in dogs (p<0.05).

The eaeA gene (EPEC) was found in 12 of 68 (17.6%) clinical
isolates from dogs with diarrhea, and 5 of 76 (6.6%) from dogs without diarrhea. For
cats, the eaeA gene was found in 1 of 82 (1.2%) from cats with diarrhea and 2 of 81
(2.5%) from cats without diarrhea (table 3).The aggR gene (EAEC) was found in 5 of
68 (7.4%) clinical isolates from dogs with diarrhea, and 3 of 76 (3.9%) from dogs
without diarrhea. In cats without diarrhea, only 1 of 81 (1.2%) showed this gene (table
3). There was no difference between the number of strains carrying the eaeA gene
and carrying the aggR gene isolated from dogs without diarrhea, but there was a
difference in dogs with diarrhea (p<0.05).

3.3 Adherence to HEp-2 and HelLa cells

All of the E. coli isolates adhered to both HEp-2 and HeLa after 6 h
with 3% D-mannose (mannose-resistant). These adherent strains showed different
adherence patterns such as aggregative (58.6%) (Figure 1C), diffuse (10.3%) (Figure
1B), localized-like (24.1%) (Figure 1A), non-characteristic (3.4%), and chain-like
adherent (3.4%) (Figure 1D) (p<0.05). These adherence patterns were equal for both
HEp-2 and Hela cells.

Among the aEPEC isolates, seven (35.0%) showed localized-like
adherence (Figure 1A). Thus, 22 isolates showed other adherence patterns
(aggregative, diffuse, non-characteristic and chain-like adherent). Six (66.7%) EAEC
isolates showed aggregative adherence (figure 1B).



44

Figure 1 - Adherence patterns of diarrheagenic E. coli isolated in this study
(microscope magnification of 1000X):
A - B
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A) HD-3 (atypical EPEC) strain showing localized adherence-like pattern on HelLa cells; B) DD-14
strain showing diffuse adherence on HEp-2 cells, C) DD-9 strain showing aggregative adherence on
Hela cells; D) DD-12 (atypical EPEC) strain showing a chain-like pattern of adherence to HelLa cells.

3.4 Antimicrobial susceptibility

Antimicrobial susceptibility was observed in 21 of 25 (84.0%) and 2
of 4 (50.0%) isolates from dogs and cats with diarrheagenic E. coli, respectively, who
were resistant to one or more antimicrobial groups. Thus, diarrheagenic isolates from
dogs are more resistant than isolates from cats (p<0.05). In fact, several strains

showed resistance to four or more antimicrobials.

3.5 Serotyping
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The 28 clinical isolates demonstrated a variety of serotypes:
ONT:H1, ONT:H5, ONT:H6, ONT:H7, ONT:H10, ONT:H15, ONT:H16, ONT:H21,
06:H31, 0O15:H16, 024:H4, 088:H25, 0O51:H10, 0103:H27, 0166:H15 and
ONT:HNM (Table 3).

The majority of isolates were not determinate of the O serogroup

Table 3 - Genotypic and phenotypic characteristics of diarrheagenic E. coli isolates from

dogs and cats.

Isolate Animal Clinical status Age Genetic Pattern of Phenotype of resistance Serotype
profile adherence (HEp-
2 and HelLa)
DD-1 Dog With diarrhea 3 months eae+ AA AC-AMC'-TET-AMP ONT:H16
DD-2 Dog With diarrhea 3 months eae+ AA AC-AMC-ATM-TET-AMP-CIP-STR' ONT:H16
DD-3 Dog With diarrhea 3 months eae+ AA AC-TET-IPM-AMP ONT:H16
DD-4 Dog With diarrhea 3 months eae+ AA AC-AMC-TET-IPM-AMP-CIP-STR ONT:H16
DD-5 Dog With diarrhea 4 months eae+ LAL TET-AMP-STR ONT:H16
DD-6 Dog With diarrhea 4 months eae+ LAL AMC'-TET-STR ONT:H16
DD-7 Dog With diarrhea 4 months eae+ AA AC-ATM'-TET-IPM-AMP ONT:H16
DD-8 Dog With diarrhea 4 months eae+ AA TET ONT:H16
DD-9 Dog With diarrhea 2 months eae+ AA AMC-STR' ONT:H10
DD-10 Dog With diarrhea 10 years eae+ NC TET 0O15:H16
DD-11 Dog With diarrhea 4 months eae+ AA AMC'-AMP-EFX-STR 088:H25
DD-12 Dog With diarrhea 4 months eae+ CLA AMP-STR' 088:H25
DD-13 Dog With diarrhea 6 months aggR+ DA/AA ATM-AMP'-CIP-STR 051:H10
DD-14 Dog With diarrhea 6 months aggR+ DA/AA TET-IPM-CIP-STR' 0103:H27
DD-15 Dog With diarrhea 6 months aggR+ DA/AA TET-AMP-STR' 0103:H27
DD-16 Dog With diarrhea 16 years aggR+ AA TET-AMP-STR ONT:H21
DD-17 Dog With diarrhea 16 years aggR+ AA IPM-AMP-EFX-STR ONT:HNM
HD-1 Dog Without diarrhea 12 years eae+ LAL AMC' ONT:H1
HD-2 Dog Without diarrhea 12 years eae+ LAL TET-STR ONT:H1
HD-3 Dog Without diarrhea 16 years eae+ LAL AC-AMC-NAL-GEN-CHL-AMP-CIP- ONT:H6
EFX-STR
HD-4 Dog Without diarrhea 1 to 4 months eae+ LAL Sensible to all ONT:H5
HD-5 Dog Without diarrhea 12 years eae+ AA TET-AMP' 0166:H15
HD-6 Dog Without diarrhea 6 years aggR+ AA AC-AMC-AMP-CIP-STR ONT:H21
HD-7 Dog Without diarrhea 6 years aggR+ AA AC-AMC-AMP-STR' ONT:H21
HD-8 Dog Without diarrhea 13 years aggR+ AA AMC-TET-IPM-AMP-CIP-EFX-STR ONT:H7
DC-1 Cat With diarrhea 4 years eae+ LAL AC-AMC-ATM'-TET-SXT-AMP-CIP- 025:H4
EFX-STR
HC-1 Cat Without diarrhea 1 to 3 months eae+t AA STR' 06:H31
HC-2 Cat Without diarrhea 1 to 3 months eae+ AA Sensible to all 06:H31
HC-3 cat Without diarrhea 10 years aggR+ AA AMC-TET-SXT-AMP-STR NT

LA, localized adherence; LAL, localized adherence like; AA, aggregative adherence; DA, diffuse adherence;

CLA, chain-like adherence; NC, non-characteristic adherence; NA, non-adherent.

AC, amoxicillin; AMC, amoxicillin —clavulanic acid; ATM, aztreonam; TET, tetracycline; IPM, imipenem; NAL,
nalidixic acid; GEN, gentamicin; CHL, chloramphenicol; SXT, trimethoprim-sulfamethoxazole; AMP, ampicillin;
CIP, ciprofloxacin; EFX, enrofloxacin; STR, streptomycin.
' Resistance to the indicated drug is intermediate or resistant according to CLSI standards.
ONT, O antigen non typeable with O1 to O185 antisera.
NT, not tested.

4.

Discussion and conclusions
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Several Escherichia coli strains are responsible for human disease
worldwide. Factors such as infection source and reservoirs have been important in
determining the epidemiology of these diseases. Some animals, such as cattle, goat,
pig, and others, can serve as reservoirs for human diarrheagenic E. coli. However,
little is known of the involvement that dogs and cats have in the transmission of these
pathogenic bacteria to humans.

In our study, the pathotype most prevalent in dogs and cats was
EPEC (eae+). This gene was found in 20 E. coli isolates from animal fecal samples.
Cases of EPEC in dogs (DEPEC) and cats (CEPEC) have been reported in Brazil
(Morato et al., 2009; Nakazato et al.,, 2004). However, we also found another
pathotype (EAEC) in our clinical isolates.

Cattle, sheep, and pigs were identified as important attaching and
effacing E. coli (AEEC) reservoirs, with 10.4 to 19.2% of animals shedding AEEC.
High rates of AEEC carriers were also found among cattle and sheep in a study
conducted on 1227 slaughtered animals in England and Wales (Aktan et al., 2004),
indicating that this finding reflects a common phenomenon. Furthermore, two studies
showed the presence of bfpA gene among cats (Goffaux et al., 2000; Krause et al.,
2005), suggesting that cats may also carry the typical EPEC strain, which is rarely
found among E. coli strains in other animals. However, in our study, the typical EPEC
strains (eae+, bfpA+) were not isolated from dog or cat fecal samples. Because pets
live in close contact with humans, direct transmission of pathogenic bacteria is very
possible. Mainil and collaborators (1998a) reported that 5% of their feline E. coli
strains isolated from 113 non diarrheic and diarrheic animals were positive for the
eae strain. Most of the eae positive strains in this study were isolated from non-
diarrheic animals. Similar results were also observed in our study and could suggest
that these strains are not pathogenic for dogs and cats. However, strains isolated
from non-diarrheic cats do not necessarily indicate that they are not pathogenic for
these animals. EPEC causes diarrhea in young animals (Beutin, 1999), and most of
the dogs and cats investigated in our study were younger than 4 months (Table 3).
Localized-like adherence (LAL) is common for atypical EPEC strains. In this study,
only seven (28.0%) of the EPEC isolates showed LAL, while 11 (44.0%) showed
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aggregative adherence. The DD-12 strain showed a different adherence pattern: the
chain-like adherence that has been described by Gioppo and collaborators (2000) in
human EAECs. Another interesting result was the DA/AA pattern in the three aggR+
strains. To our knowledge, the AA pattern is the only adherence pattern that is
described in EAECs isolated from humans and animals. However, these results
suggest that adherence patterns can vary from EPEC isolates from dogs and cats. In
another study, Goffaux and collaborators (2000) showed that eight dogs (8%)
excreted eae+ E. coli strains. In general, investigations studying the cycle of mutual
transmission of pathogenic E. coli between humans and pets have mainly focused on
transmission from dogs. In previous studies, EPEC strains have been isolated from
humans and from diseased dogs living in the same house (Rodrigues et al., 2004).
Similarly, fecal E. coli strains may be transmitted directly or indirectly between
humans and pets (Nakazato et al., 2004; Rodrigues et al., 2004).

In this study, two multiplex-PCRs were performed. The protocol
described by Aranda and collaborators (2007) identified five pathotypes (EPEC,
ETEC, STEC, EIEC and EAEC), while in the method used by Paton and Paton
(1998), only EPEC and STEC pathotypes were identified. Both techniques efficiently
searched for virulence factors, but the former was difficult to standardize. Here, we
used a combination of these two multiplex-PCR techniques, which were vital for
EPEC identification.

The EAEC pathotype is not common in dogs or cats. Recently, EAEC
has become increasingly important due to an E. coli 0104:H4 outbreak that occurred
in Germany in 2011; in this outbreak, there was an increased genetic similarity with
EAEC 55989 (Brzuszkiewicz et al., 2011). This strain carried the stx2 gene that
caused hemolytic uremic syndrome (HUS). Here, we found the aggR gene in eight
dog isolates and one cat isolate. The presence of this gene in these animals could
represent a zoonotic risk due to an increased genetic transference that occurs among
E. coli strains. Animals that serve as reservoirs are important for studying the
epidemiology of these diseases, as well as the 2011 vegetable outbreak in Germany.
Among the nine isolates that carried the aggR gene, six showed aggregative

adherence, confirming the presence of the EAEC pathotype.
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Recent reports in Great Britain have demonstrated that dogs in close
proximity to cattle farms aid in the transmission of 0157 STEC to children (Hogg et
al., 2009). Although it is believed that dogs are only short-term vectors of certain
STEC serotypes, they can transmit infections to other farm animals and humans
(Hogg et al., 2009). In our study, clinical strains were isolated from veterinary hospital
animals and the stx gene was not found in the E. coli strains isolated from these dog
or cat fecal samples. We believe that other pathotypes such as STEC, ETEC and
EIEC can be found in dogs and cats in different environments (i.e., from streets and
farms). Therefore, additional studies are being conducted in these other pathotypes
(data not shown).

In this study, several strains demonstrated a resistance to at least
five of the antimicrobials tested. Aslani and collaborators (2008) previously observed
that human STEC strains demonstrated a resistance to ampicillin, which reflected a
higher resistance to streptomycin and tetracycline; this dual effect can be caused by
the spread of mobile genetic elements or plasmids. Some E. coli diarrheagenic
isolates showed resistance to enrofloxacin or ciprofloxacin that are commonly used in
veterinary practice. However, some strains isolated in our study showed resistance to
unusual antimicrobials in veterinary practice (aztreonam, imipenem, nalidixic acid and
chloramphenicol). The presence of these resistant isolates suggests an acquisition of
resistance gene from human E. coli (zoonosis aspect). This high antimicrobial
resistance represents a public health hazard.

The serotypes isolated from each pathotype in this study are not
commonly found in other reports (Rodriguez-Angeles, 2002). The ONT:H16 serotype
was predominantly found in EPEC clinical isolates from dogs with diarrhea. The
variability of serotypes and the increased presence of ONT serogroups suggest that
new serotypes in dogs can cause human disease. Abe and collaborators (2009)
reported that the following serotypes O88:H25, ONT:H5, ONT:H6 and ONT:H12 can
be isolated from aEPEC strains in humans with diarrhea. We isolated these
serotypes in E. coli strains isolated from dogs (table 3). These results suggest that

dogs are an important reservoir for human zoonosis.
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In addition, these results suggest that dogs and cats are important
reservoirs for the transmission of diarrheagenic E. coli to humans and others host
(others species of animals) because these strains carry a variety of virulence genes
found in human pathogenic bacteria. Another important aspect of this work is the
relationship among these strains and their antimicrobial resistance, which represents

a significant public health safety hazard.
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CONCLUSOES

Existe correlac&o positiva entre EPEC e a diarréia em céaes.

As amostras de DEC isoladas apresentaram uma grande variabilidade
fenotipica.

A presenca de fatores de viruléncia e resisténcia aos antimicrobianos em
amostras de DEC isoladas em nosso estudo representa um perigo para saude
publica.

Cées e gatos podem servir como reservatérios de DEC para infeccdes

humanas.
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ANEXO A
(Comisséo de ética no uso de animais)

Universidade
Estadual de Londrina

COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTACAO ANIMAL

OF. CIRC. CEEA N 86/2010 Londrina, 13 de agosto de 2010

Prezado Pesquisador

O CEEA/UEL, reunido aos 08 de junho do ano corrente, avaliou o projeto de pesquisa
intitulado ""Patogenicidade de amostras de Escherichia coli diarreiogénicas isoladas de ciies e
gatos como possiveis fontes de infecgio humana', registrado no CEEA sob o n°® 24/10, pesquisa do
Centro de Ciéncias Biologicas, desenvolvido sob sua responsabilidade. Esclarecidos os aspectos
metodolégicos solicitados, o projeto esta aprovado para execugiio entendendo-se que os principios
¢ticos postulados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagio Animal estio respeitados.

Serdo utilizados 100 animais sendo cdes e gatos, 50 machos ¢ 50 fémeas, dc diferentes
ragas, idades ou pesos. Os animais serdo divididos em 4 grupos com 25 animais cada, com
proc(fdéncia de hospitais ¢ clinicas veterinarias da regifio de Londrina-PR. Os animais serdo
submetidos a coleta de fezes com uso de swab ou sonda retal para estudo microbiologico, detecgio de
genes de patogehicidade de E.coli diarreiogénica por PCR, determinagio do perfil plasmidial, teste de
adesdo bacteriana em culturas celulares, tese da invasdo bacteriana em culturas celulares,
determinagéo de cfeitos citotoxicos ¢ citopaticos em culturas celulares, determinagio da resisténcia aos
antimicrobianos, sorotipagem e estudo de polimorfismo genético através da técnica de ERIC-PCR e
REP-PCR. O projeto esta previsto para ser executado entre agosto 2010 ¢ junho de 2012.

Cumpre orientar que caso se pretendam quaisquer alteragdes no protocolo
experimental aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagio do CEEA/UEL anteriormente
a execugdo das modificagbes.

Sem mais para 0 momento, subscrevo-me.

Cordialmente,

Profa. Dra Nﬁuﬁmﬁ\é\a’tl adc Souza

Coordenadora do CEEA/UEL

Ilmo. Sr.

Prof. Dr.Gerson Nakazato
Coordenador do Projeto
Departamento de Microbiologia
Centro de Ciéncias Biolégicas
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