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RESUMO

A colite histiocitica ulcerativa (CHU) é uma doenca inflamatéria intestinal que pode
acometer principalmente caes jovens das racas Boxer e buldogue francés, sendo
associada a presencga de Escherichia coli Aderente-Invasiva (AIEC). Deste modo, o
presente estudo teve como obijetivo realizar as caracterizagdes fenotipica e genotipica
de isolados de E. coli e sua associagdao a um CHU em uma fémea da raga buldogue
francés. Neste estudo, foram obtidos 46 isolados de E. coli, sendo todos resistentes a
ampicilina, ciprofloxacino, enrofloxacino e sulfametoxazoltrimetoprima. Também
foram encontradas resisténcias a amoxicilina-acido clavulanico, azitromicina,
cefazolina, cloranfenicol, gentamicina e tetraciclina. Todos os isolados obtidos foram
classificados como multirresistentes e apenas um deles foi positivo no teste fenotipico
de producao de beta-lactamases de espectro extendido, pertencendo ao grupo CTX-
M-2. Com relacdo a classificacdo filogenética de Clermont, a maioria das cepas
pertence aos grupos C e B1, enquanto os grupos B2 e F apresentaram apenas um
representante cada. Os genes de viruléncia de E. coli patogénica extraintestinal
(ExPEC) encontrados foram ecpA, fimH, hlyF, iroN, iss, iutA, ompT, sitA e traT.
Nenhuma das cepas apresentou capacidade de replicagao no interior de macréfagos
J774A.1 em 24 horas, no entanto, trés cepas apresentaram capacidade de
sobrevivéncia. A cepa 1.4 apresentou nove genes de viruléncia de EXPEC, auséncia
de fatores de viruléncia de E. coli diarreiogénica, e classificacdo no grupo filogenético
B2. Essas caracteristicas, juntamente com os sintomas apresentados pelo animal,
indicam a possibilidade de que infeccao por AIEC. No entanto, o teste de
sobrevivéncia e replicagdo em macréfagos ndo apresentou resultados conclusivos,
sendo necessario realizar os testes fenotipicos de adeséao e invasao para confirmacéao
da hipodtese.

Palavras-chave: colite granulomatosa; cées; multirresisténcia; AIEC; genes de
viruléncia.



DIBO, Miriam. Phenotypic and genotypic characterization of Escherichia coli
isolates from a clinical case of canine histiocytic ulcerative colitis. 2021. 44 p.
Dissertation (Master’s degree in Microbiology) — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2021.

ABSTRACT

Histiocytic ulcerative colitis (HUC) is an inflammatory bowel disease that mainly affects
young dogs of the Boxer and French Bulldog breeds, being associated with Adherent-
Invasive Escherichia coli (AIEC) presence. Thus, the present study aimed to perform
phenotypic and genotypic characterizations of E. coli isolates and their association with
a HUC case in a female French Bulldog. In this study, 46 E. coli isolates were obtained,
all of which are resistant to ampicillin, ciprofloxacin, enrofloxacin, and trimethoprim-
sulfamethoxazole. Resistances to amoxicillinclavulanic acid, azithromycin, cefazolin,
chloramphenicol, gentamicin, and tetracycline were also found. All isolates were
classified as multidrug-resistant and only one was positive for extended-spectrum
beta-lactamases production in the phenotypic test, belonging to the CTX-M-2 group.
Regarding Clermont phylogenetic classification, most strains belong to groups C and
B1, while groups B2 and F presented only one representative each. The extraintestinal
pathogenic E. coli (EXPEC) virulence genes found were ecpA, fimH, hlyF, iroN, iss,
iutA, ompT, sitA, and traT. None of the strains were able to replicate within J774A.1
macrophages in 24 hours, however, three strains showed ability to survive. Strain 1.4
showed nine EXPEC virulence genes, absence of diarrheagenic E. coli virulence
factors, and classification in the B2 phylogenetic group. These characteristics,
associated with the animal's symptoms, indicate the possibility of AIEC infection.
However, the macrophage survival and replication test did not show conclusive results,
being necessary to perform the adhesion and invasion tests to confirm the hypothesis.

Keywords: granulomatous colitis; dogs; multidrug-resistance; AIEC; virulence genes.
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1 INTRODUGAO

A colite histiocitica ulcerativa (CHU) é uma doenca inflamatdria
intestinal que acomete principalmente caes das ragcas Boxer e buldogue francés.
Atualmente, essa doenca tem sido associada a presenca de Escherichia coli
aderente-invasiva (AIEC), que também esta envolvida na patogénese da doencga de
Crohn em humanos.

Os mecanismos de patogénese da doenca ainda nao foram
totalmente esclarecidos, no entanto, acredita-se que outros fatores também podem
estar envolvidos, como desequilibrios na microbiota intestinal e caracteristicas
genéticas. O tratamento com enrofloxacino geralmente resulta em remisséo da
doenga, no entanto, casos refratarios ao tratamento com esse antimicrobiano tém
sido relatados, frequentemente resultando em eutanasia.

Até o momento, ndo foram identificados genes que possam estar
diretamente associados as cepas de AIEC. Deste modo, sua identificagao
normalmente é realizada através de testes fenotipicos, como adesao e invaséo a
células epiteliais e capacidade de sobrevivéncia e replicagdo em macréfagos.

O presente estudo teve como objetivo realizar a identificacao
fenotipica e genotipica de isolados de E. coli e sua associagao a um caso de CHU
em um buldogue francés. A paciente foi refrataria ao tratamento com enrofloxacino e

apresentou remissio da doencga ap0s tratamento com azitromicina.



11

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 COLITE HISTIOCITICA ULCERATIVA

A colite histiocitica ulcerativa (CHU), também conhecida como colite
granulomatosa, é uma doencga inflamatdria intestinal que geralmente acomete caes
jovens, de ambos os sexos, da raga Boxer (CRAVEN; MANSFIELD; SIMPSON,
2011). No entanto, também ja foram relatados casos em animais das racas
Buldogue Francés, Mastiff, Malamute do Alasca, Dobermann Pinscher, Beagle e
American Staffordshire Terrier (ARGENTA et al., 2018; CARVALLO et al., 2015;
STOKES et al., 2001; VAN DER GAAG et al., 1978).

2.1.1 Historico

A colite granulomatosa foi descrita pela primeira vez em 1965, em
um canil nos Estados Unidos, no qual nove caes da raga Boxer foram acometidos,
oito deles com idade entre 5 e 18 meses e um de 4 anos. Caes de outras ragas que
também estavam no mesmo canil ndo apresentaram a doenga (VAN KRUININGEN
et al., 1965).

As lesbes presentes no intestino dos animais n&o possuiam
semelhanga com nenhuma doenca inflamatdria intestinal canina até entdo descrita.
A analise histolégica das lesdes indicou presenca de macréfagos em grande
quantidade nas regides mucosa e submucosa. Em regides com lesdo grave, havia
exposicdo da submucosa, apresentando lesdao granulomatosa composta por
macrofagos, neutrdfilos, plasmacitos e fibras de colageno (VAN KRUININGEN et al.,
1965).

Através da coloragdo Acido Periddico-Schiff (PAS) foi possivel
observar a presencga de polissacarideos no citoplasma dos macréfagos. A presenca
de material PAS-positivo no citoplasma de macréfagos € sinal caracteristico da
doenca de Whipple (CRAVEN; MANSFIELD; SIMPSON, 2011; VAN KRUININGEN
et al., 1965). Essa doenga sistémica rara é causada pela bactéria Tropheryma
whipplei, possui carater cronico e acomete humanos, causando diarreia, perda de
peso, artralgia e linfadenopatia (EL-ABASSI et al., 2017).

A similaridade com a doenga de Whipple sugeria a possibilidade de

a doenga ser causada por um patdégeno bacteriano. Através do uso da microscopia
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eletrbnica, Van Kruiningen (1975) avaliou biopsias das lesées de cdes com CHU,
sugerindo que o conteudo eletrondenso presente no citoplasma dos macréfagos
poderia representar bactérias do género Mycoplasma. Gomez et al. (1977)
analisaram biopsias de cdes com CHU, encontrando macréfagos com conteudo
citoplasmatico eletrondenso apenas em regides em que houve ruptura do epitélio
intestinal, sugerindo que o0s microrganismos presentes seriam patdgenos
oportunistas.

A infeccdo de cdes da raca Boxer de 8 semanas de idade com
Mycoplasma nao resultou em lesdo granulomatosa, descartando a possibilidade
desse microrganismo ser o causador da doenca (BOWE; VAN KRUININGEN;
ROSENDAL, 1982). Portanto, devido a auséncia de estudos que confimassem a
presenca de um patdégeno especifico, a doenga foi tratada por muito tempo como
sendo idiopatica e mediada pelo sistema imunoldgico. Deste modo, os animais
acometidos eram tratados com anti-inflamatérios ou imunossupressores em
combinagdo com antibioticos e alteragdes na dieta, havendo pouco sucesso no
tratamento e geralmente resultando em eutanasia (CRAVEN; MANSFIELD;
SIMPSON, 2011).

Em 2004, estudos relataram remissdo da CHU em cé&es tratados
com enrofloxacino, no entanto, o patdégeno responsavel pela doenga ainda nao havia
sido identificado (DAVIES et al.,, 2004; HOSTUTLER et al., 2004). A utilizagdo de
técnicas de imunohistoquimica permitiu a identificacdo de E. coli em macréfagos na
ldmina prépria e submucosa de animais acometidos pela CHU. Também foram
identificados, em menor presenga, Campylobacter, Lawsonia intracellularis e
Salmonella (VAN KRUININGEN; CIVCO; CARTUN, 2005).

Posteriormente, Simpson et al. (2006) identificaram a presencga de E.
coli em amostras de bidpsia de caes com CHU utilizando a técnica de hibridizacao
fluorescente in situ (FISH) e o sequenciamento do RNAr 16S. Essas cepas
encontradas apresentavam capacidade de adesao e invasao as células epiteliais,
além de possuirem perfil filogenético e genes de viruléncia semelhantes ao
apresentado por E. coli aderente-invasiva (AIEC) isolada de um caso de doencga de
Crohn (SIMPSON et al., 2006). Essa semelhanga indicava provavel relagdo entre
AIEC e CHU, que foi corroborada por estudos que demonstraram a remissao da
doencga apos a erradicacao da bactéria (MANSFIELD et al., 2009; SIMPSON et al.,
2006).
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2.1.2 Patogénese

Caes acometidos pela CHU apresentam como sintomas diarreia
mucdide com pequeno volume, hematoquezia e tenesmo. Alguns animais também
podem apresentar anemia e hipoalbuminemia, decorrentes da hematoquezia, e os
casos mais graves podem apresentar perda de peso e caquexia. O célon pode se
apresentar, a observagdo macroscopica, avermelhado, com ulceras que podem
variar de pequenas e pontuais a extensas circulares ou lineares com regides de
mucosa superficial remanescente (CRAVEN; MANSFIELD; SIMPSON, 2011; UZAL;
PLATTNER; HOSTETTER, 2016).

As lesdes histoldgicas sao caracterizadas por ulceragdes na mucosa,
perda de células caliciformes e infiltrado de macréfagos na |amina propria e
submucosa, com coloragdo PAS-positiva, considerado como sinal patognoménico da
doenga. A presenga de infiltrado de macréfagos nos linfonodos adjacentes pode
promover hiperplasia e consequente linfadenopatia, que também é encontrada em
alguns casos (CRAVEN; MANSFIELD; SIMPSON, 2011; UZAL; PLATTNER;
HOSTETTER, 2016).

A CHU apresenta similaridade a doenca de Crohn, uma doenca
inflamatoria intestinal causada por AIEC que acomete humanos. A doencga de Crohn
€ decorrente ndo apenas da infecgdo por AIEC, mas também por alteragdes na
microbiota intestinal e por predisposicdes genéticas (CRAVEN; MANSFIELD;
SIMPSON, 2011).

Os mecanismos pelos quais AIEC causa doencas inflamatérias
intestinais ainda ndo foram completamente esclarecidos. Sabe-se que a alteracao na
permeabilidade da barreira epitelial do intestino pode favorecer a infeccéo por esse
patdgeno. A interacdo de AIEC com as células do epitélio intestinal ocorre através
da ligacado das fimbrias tipo | e LPF com a proteina CEACAMG6, cuja expressao é
regulada por citocinas pro-inflamatérias, como interferon-y (IFN-y) e o fator de
necrose tumoral-a (TNF-a). Além disso, a presenga dessas citocinas aumenta a
permeabilidade do epitélio intestinal, favorecendo a infeccédo por AIEC (SHAWKI;
MCCOLE, 2017).

Mutacdes no gene CARD15, que codifica a proteina NOD2, ja foram
associadas com o desenvolvimento de doencas inflamatérias intestinais. Essa

proteina se liga ao peptideoglicano das bactérias e, em macrofagos, ativa o fator
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transcricional NF-kB e o processo de autdlise; nos enterdcitos, ativa apenas a
autolise, que €& um importante mecanismo para eliminagdo de patégenos
intracelulares. A alteragcado na fungcédo da proteina NOD2 pode prejudicar a resposta
celular ao patoégeno, favorecendo sua sobrevivéncia nos macréfagos e enterécitos
(SHAWKI; MCCOLE, 2017).

O fato de a CHU acometer caes de ragas especificas € um indicativo
da possibilidade de envolvimento de fatores genéticos, que podem conferir
disfungbes no sistema imunolégico e, consequentemente, promover a
susceptibilidade do hospedeiro a infeccdo (CRAVEN; MANSFIELD; SIMPSON,
2011). Desse modo, estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS), indicaram
associacao entre CHU e um polimorfismo no gene que codifica o fator citosélico de
neutréfilos 2 (NCF2). Esse gene codifica uma subunidade do complexo NADPH
oxidase, responsavel pela producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) em
fagécitos. A subunidade defectiva prejudica a sintese de ROS e, consequentemente

a eliminacao dos patégenos (CRAVEN et al., 2010a).

2.2 ESCHERICHIA COLI

Escherichia coli é um bacilo Gram-negativo, anaerobio facultativo,
pertencente a familia Enterobacteriaceae. Apresenta crescimento 6timo a 37°C e
algumas caracteristicas variaveis, como presenca de flagelos e capacidade de
fermentagao da lactose (CROXEN et al., 2013).

Essa bactéria habita o intestino humano e de outros animais de
sangue quente, podendo ser comensal ou patogénica. As cepas comensais
colonizam o trato gastrointestinal dos animais logo apds o nascimento,
estabelecendo uma relacdo mutualistica com o hospedeiro (BRAZ; MELCHIOR;
MOREIRA, 2020).

As cepas patogénicas podem causar infecgbes intestinais, sendo
denominadas E. coli diarreiogénica (DEC), ou extraintestinais, sendo denominadas E.
coli patogénica extraintestinal (ExXPEC) (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Tanto
as cepas de DEC quanto de ExPEC tém sido classificadas em patotipos, definidos a
partir de caracteristicas da infecgédo, presenca de determinados genes e do sitio da
infeccao (BRAZ; MELCHIOR; MOREIRA, 2020; GOMES et al., 2016).

Atualmente, tem-se constatado o surgimento de cepas hibridas de

patotipos de DEC e também de DEC/ExXPEC. Esse fenbmeno é decorrente da
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grande capacidade de troca e aquisicdo de elementos genéticos moveis, tanto entre
bactérias da mesma espécie quanto com outras espécies presentes na microbiota
(BRAZ; MELCHIOR; MOREIRA, 2020).

2.2.1 E. coli Diarreiogénica

As infec¢des intestinais causadas por E. coli sdo de grande
importancia, sendo uma das principais causas de diarreia nos paises em
desenvolvimento, principalmente em criangas com menos de 5 anos (CROXEN et al.,
2013).

As cepas de DEC sao classificadas atualmente em 8 patotipos, dos
quais 6 sdo bem descritos na literatura: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa
(EAEC), E. coli produtora de toxina Shiga (STEC) e E. coli enterohemorragica
(EHEC). Os outros dois patotipos menos descritos s&o E. coli aderente-invasiva
(AIEC) e E. coli difuso-aderente (DAEC) (GOMES et al., 2016).

2.2.1.1 E. coli enteropatogénica

EPEC tem como caracteristica a formacéo de lesao do tipo attaching
and effacing (A/E) nos enterdcitos, caracterizada pela destruicdo das
microvilosidades e formag¢ao de uma estrutura em formato de pedestal, sobre o qual
a bactéria permanece aderida. Os genes relacionados com a produgéo da lesdo A/E
sdo codificados por uma ilha de patogenicidade denominada locus of enterocyte
effacement (LEE), que codifica o sistema de secrecédo tipo 3 (T3SS), proteinas
efetoras, a proteina intimina e seu receptor Tir (CROXEN et al., 2013; GOMES et al.,
2016; MAINIL, 2013).

Através do T3SS, as proteinas efetoras sdo translocadas para o
interior da célula hospedeira e realizam alteragdes na fisiologia da célula,
favorecendo a infegdo. Além disso, o receptor Tir também é transportado pelo T3SS,
e atua na reorganizagao do citoesqueleto de actina para formag¢do do pedestal e se
localiza na superficie do enterdécito, onde ira atuar como receptor para a intimina. A
intimina € uma proteina transmembrana localizada na membrana externa de EPEC,
codificada pelo gene eae, que ira se ligar ao Tir para promover a adesao da bactéria
a célula (CROXEN et al., 2013; GOMES et al., 2016; MAINIL, 2013).
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As cepas de EPEC também s&o subdivididas em tipicas (tEPEC) e
atipicas (aEPEC), devido a presenga ou auséncia do plasmidio EAF, que codifica a
fimbria BFP, responsavel pela adesao inicial ao epitélio intestinal. A presenga de
BFP em tEPEC promove adesdo do tipo localizada (LA) com formagao de
microcolonias compactas, enquanto que em aEPEC, devido a sua auséncia, as
microcolénias ndo sdo compactas, sendo denominada “localizada-like” (LAL). No
entanto, algumas cepas de aEPEC podem apresentar outros padrbes de adesao,
como agregativo (AA) ou difuso-aderente (DA) ou em padrao nao definido (CROXEN
et al., 2013; GOMES et al., 2016).

A infecgdo por EPEC geralmente acomete criangas, sendo rara em
adultos, possivelmente devido a um maior desenvolvimento do sistema imunologico
ou a perda de receptores especificos de EPEC. Normalmente, em criangas menores
de 2 anos, a diarreia também é acompanhada por febre, vémitos e desidratacdo. Em
geral, a infecgdo é autolimitada, mas em alguns casos a diarreia pode ser
persistente, sendo necessaria a hospitalizagao (CROXEN et al., 2013).

Cepas de tEPEC raramente sao encontradas em animais, ao
contrario de aEPEC, cuja presenca ja foi relatada tanto em animais com diarreia
quanto em animais saudaveis. Os animais domésticos e selvagens podem atuar
como reservatério de cepas de aEPEC, o que representaria um possivel risco
zoonotico, no entanto, essa relagao ainda n&o esta bem estabelecida, visto que nao

ha relatos de transmissé&o direta de animais para humanos (GOMES et al., 2016).

2.2.1.2 E. coli enterotoxigénica

ETEC é caracterizada pela presenca de fatores de colonizacédo e
pela produgdo de toxinas termolabeis (LT) e/ou termoestaveis (ST). Atualmente,
mais de 20 fatores de colonizagao ja foram identificados, que sdo responsaveis pelo
processo de adesao ao epitélio intestinal (FLECKENSTEIN; KUHLMANN, 2019).

As toxinas produzidas por ETEC promovem a desregulagdo dos
canais ibnicos do epitélio, ocasionando perda de ions e grande quantidade de agua.
LT é uma toxina do tipo AB que age aumentando a liberacdo de ions cloreto e
reduzindo a captagdo de ions sédio, promovendo a saida de agua para o lumen
intestinal. Essa toxina apresenta dois subtipos LT-I, cujas variantes sdo LTp e LTh, e
LT-1l, que possui como variantes LT-lla, llb e llc (CROXEN et al., 2013; GOMES et
al., 2016).
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ST € uma pequena proteina que induz a liberagdo de ions cloreto e
agua para o lumen intestinal e apresenta dois subtipos STa, com as variantes STp e
STh, e STb. As variantes de STa sdo comumente encontradas em isolados de casos
humanos, ja STb € mais comum em cepas que colonizam animais, principalmente os
suinos (FLECKENSTEIN; KUHLMANN, 2019).

A infeccdo por ETEC tem como caracteristica diarreia aquosa
moderada a severa, em alguns casos acompanhada por febre, dor de cabeca,
nausea e voOmito. Normalmente, acomete criangas e viajantes de paises em
desenvolvimento (CROXEN et al., 2013). Cepas de ETEC também s&o responsaveis
por diarreia em porcos, bezerros, ovelhas e cées, que geralmente ocorrem no
periodo neonatal ou apds o desmame (DUBREUIL; ISAACSON; SCHIFFERLI, 2016).

2.2.1.3 E. coli enteroinvasiva

EIEC é um patégeno que apresenta similaridades com espécies de
Shigella, como caracteristicas bioquimicas e o0 processo de infeccdo. As
caracteristicas bioquimicas comuns entre EIEC e Shigella sdo a auséncia de
motilidade, lisina descarboxilase negativa e fermentagdo lenta ou ndo fermentagao
da lactose (GOMES et al., 2016). Além disso, assim como Shigella spp, EIEC
apresenta o plasmidio pINV, que codifica genes responsaveis pela invasdo e
capacidade de sobrevivéncia no epitélio intestinal (BELOTSERKOVSKY;
SANSONETTI, 2018).

A infeccdo por EIEC se inicia com a invasdo do epitélio intestinal a
partir das células M por transcitose. Na lamina prépria, as bactérias sao fagocitadas
por macréfagos e, através de mecanismos de evasao, escapam dessas células e
ficam livres para invadir os enterécitos em sua regido baso-lateral. Sua replicagéo
ocorre dentro dos enterdcitos e a disseminacédo ocorre célula a célula, lateralmente
(CROXEN et al., 2013).

Normalmente, a diarreia por EIEC é aquosa, semelhante a de ETEC,
no entanto, alguns casos podem apresentar sintomas mais graves, como diarreia

com muco e sangue, colicas abdominais, tenesmo e febre (KAPER; NATARO, 1998).

2.2.1.4 E. coli enteroagregativa
EAEC ¢é caracterizada pela presenca de padrdao de adesao

agregativo em culturas de células. No entanto, algumas cepas de outros patotipos,
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como aEPEC, também podem apresentar o padrdao AA. Deste modo, uma melhor
definicdo para EAEC seria a presencga de padréo AA juntamente com a auséncia de
outros marcadores que definem os demais patotipos de DEC (GOMES et al., 2016).

As cepas de EAEC podem ser divididas em dois subgrupos,
definidos pela presenca ou auséncia do gene aggR, sendo denominadas tipica ou
atipica, respectivamente. O gene aggR codifica o fator de transcricdo AggR,
responsavel pela regulacao da sintese de adesina fimbrial (AAF) (JENKINS, 2018).
A maioria dos genes de fatores de viruléncia de EAEC estdo contidos em um
plasmidio, denominado pAA (CROXEN et al., 2013).

O processo de infecgao por EAEC pode ser dividido em trés etapas:
adesao a mucosa intestinal, produgao de toxinas e inflamag¢ao da mucosa. A adesao
ao epitélio intestinal esta associada com a presenca de adesinas fimbriais (AAF) e
afimbriais. Essa etapa também é caracterizada pelo aumento da produ¢cdo de muco
pelo epitélio intestinal, promovendo a formacéo de biofilme pelas bactérias (GOMES
et al., 2016).

A proxima etapa é caracterizada pela produgao de toxinas, sendo
EAST-1, ShET1, Pic e Pet as mais estudadas. EAST-1 é uma toxina termo-estavel,
ShET1 promove acumulo de fluidos no lumen, Pic tem atividade de mucinase e Pet
promove alteragdes no citoesqueleto. A colonizagdo do intestino por EAEC e a
resposta imune do hospedeiro promovem inflamagdo do epitélio (ESTRADA-
GARCIA; NAVARRO-GARCIA, 2012).

A infeccdo por EAEC acomete tanto adultos quanto criangas, de
paises desenvolvidos ou em desenvolvimento, e tem como caracteristica a presenca
de diarreia aquosa, com presenca de muco, acompanhada por febre baixa e dores
abdominais. Alguns casos podem apresentar diarreia persistente, principalmente em
criangas e pacientes infectados por HIV (CROXEN et al., 2013; LIMA; MEDEIRQOS;
HAVT, 2018). Em criancas, a diarreia persistente pode levar a inflamagao crbénica no
intestino e consequente dano ao epitélio, reduzindo a capacidade de absorg¢ao de
nutrientes e podendo ocasionar atraso intelectual e no crescimento (GUERRANT et
al., 2008).

Cepas de EAEC ja foram isoladas de animais, no entanto, nenhuma
apresentou relagcdo com cepas isoladas de humanos, indicando que os animais néo

sao reservatorio importante de cepas patogénicas de EAEC. Apesar disso, devido a
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alta heterogeneidade apresentada por cepas de EAEC, a hipdtese de transmissao

zoondtica ainda n&o deve ser descartada (CROXEN et al., 2013).

2.2.1.5 E. coli produtora de toxina Shiga e E. coli enterohemorragica

A presenga do gene que codifica a produg¢ao de toxina Shiga € o que
caracteriza cepas de STEC. A toxina Shiga € uma toxina do tipo AB, codificada por
um gene profagico, que pode ser dividida em dois tipos Stx1 e Stx2, que apresentam
3 (a, c e d) e 7 (a-g) subtipos, respectivamente. EHEC é um subtipo de STEC
caracterizado pela presenca da ilha de patogenicidade LEE e producao de lesdo A/E
(CROXEN et al., 2013).

O mecanismo pelo qual a toxina Shiga atravessa o epitélio intestinal
e penetra na corrente sanguinea ainda nao foi bem esclarecido (CROXEN et al.,
2013). Sabe-se que, na corrente sanguinea, a toxina Shiga se liga aos receptores
Gb3 presentes na superficie do endotélio, que promove sua internalizagao para o
reticulo endoplasmatico, onde a subunidade A sofre clivagem e ativagdo, sendo
liberada para o citoplasma. No citoplasma, a subunidade ativa se liga ao RNAr 28S e
remove um residuo de adenina, impedindo a sintese proteica e ocasionando morte
celular (MAINIL, 2013).

As infecgdes por STEC/EHEC s&o caracterizadas por diarreia
sanguinolenta e, em alguns casos, desenvolvimento de sindrome hemolitico-urémica.
Os casos mais graves geralmente sdo associados ao sorotipo O157:H7, no entanto,
outros sorotipos ndo-0O157 também apresentam importancia clinica (CROXEN et al.,
2013; GOMES et al., 2016).

Agua e alimentos contaminados sdo importantes veiculos de
transmissao, sendo responsaveis por surtos esporadicos em diversos paises
(CROXEN et al., 2013). A presenga de cepas de STEC/EHEC em animais ja foi
relatada, sendo o gado o principal reservatério (NGUYEN; SPERANDIO, 2012).

2.2.1.6 E. coli aderente-invasiva

Cepas de AIEC tém como caracteristicas a habilidade de aderir e
invadir o epitélio intestinal, e capacidade de sobreviver e se replicar em macrofagos.
Esse patotipo apresenta alta similaridade com ExPEC, sendo encontrados em AIEC
genes de viruléncia comuns a cepas de E. coli causadoras de infecgdo do trato

urinario e meningite neonatal. Além disso, grande parte das cepas de AIEC séao
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pertencentes ao grupo filogenético B2, no qual as EXPEC também sao inseridas.
Além disso, n&o apresenta genes de viruléncia de adeséo e invasédo encontrados em
outros patotipos de DEC (CROXEN et al., 2013; PALMELA et al., 2018).

A identificacdo de cepas de AIEC ¢é feita por testes fenotipicos de
invasdo a células epiteliais e sobrevivéncia em macréfagos, pois até 0 momento um
gene associado diretamente a esse patotipo ainda nao foi identificado (CROXEN et
al., 2013).

Infecgbes por AIEC sdo encontradas em diversos grupos, em
individuos adultos e criangas, saudaveis ou com doencas inflamatdrias intestinais,
como cancer colorretal e doenca de Crohn. Essas cepas também sao encontradas
em infecgcbes em animais, como a CHU em caes (MARTINEZ-MEDINA; GARCIA-
GIL, 2014; PALMELA et al., 2018).

A relagédo entre AIEC e o surgimento da doenga inflamatéria
intestinal ainda n&o esta totalmente esclarecida, deste modo, ndo se sabe se o
processo inflamatorio € decorrente da infeccao por AIEC ou se a infecgao por AIEC
ocorre em decorréncia de um processo inflamatério prévio (CROXEN et al., 2013;
PALMELA et al., 2018).

2.2.1.7 E. coli difuso-aderente

Cepas de DAEC sao caracterizadas pelo padréo difuso-aderente em
cultura de células, no qual a adeséo ocorre espalhada em toda a superficie celular.
O processo de adesédo ao epitélio € mediado por adesinas fimbriais (Afa) e afimbriais
(Dr), que se ligam ao fator DAF, responsavel pelo rearranjo do citoesqueleto e a
destruicdo das microvilosidades. Algumas dessas adesinas também se ligam ao
receptor CEACAM, que promove a internalizacdo dessas bactérias em vacuolos
(CROXEN et al., 2013). Além disso, algumas adesinas afimbriais sdo capazes de se
ligar ao colageno tipo IV (LE BOUGUENEC; SERVIN, 2006).

Ha poucas informacdes sobre a epidemiologia deste patotipo, no
entanto, sabe-se que acomete principalmente criangas, com risco maior no periodo
de 18 meses até 5 anos, que apresentam diarreia aquosa persistente (CROXEN et
al., 2013). Estudos sugerem que a presenca de cepas de DAEC em criangas e
adultos de forma persistente pode favorecer o desenvolvimento de doencas
inflamatdrias intestinais crénicas, como a doenca de Crohn (LE BOUGUENEC;
SERVIN, 2006).
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Ja foram encontradas associacdes deste patotipo com infeccdes do
trato urinario. Acredita-se que processo de internalizagao promovido pelas adesinas
pode favorecer a formacao de um reservatério de bactérias para a recorréncia da
infecgcdo (LE BOUGUENEC; SERVIN, 2006).

2.2.2 E. coli Patogénica Extraintestinal

Cepas de EXPEC sao assim classificadas devido a capacidade de
causar infeccbes em sitios extraintestinais, no entanto, podem residir no intestino
como parte da microbiota, sem causar dano ao hospedeiro (WASINSKY, 2019). Os
patotipos sdo definidos de acordo com o hospedeiro acometido e local da infecgao,
sendo eles E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli septicémica (SEPEC), E. coli
causadora de meningite neonatal (NMEC) e E. coli patogénica aviaria (APEC)
(MELLATA, 2013).

Infecgbes por E. coli uropatogénica (UPEC) s&o as mais mais
comuns causadas por EXPEC. Acomete individuos adultos saudaveis, com maior
prevaléncia em mulheres, além disso, o uso de cateter também é um risco associado
a infecgao por UPEC (BIRAN; RON, 2018; MELLATA, 2013).

Infeccdes por SEPEC representam cerca de 30% de todos os casos
de sepse, apresentando alta taxa de morbidade e mortalidade. Essas infecgbes
podem acometer idosos, individuos imunossuprimidos e neonatos. Devido ao baixo
desenvolvimento do sistema imunologico, neonatos também estdo susceptiveis a
infeccdes por NMEC, que apresentam alta taxa de mortalidade (BIRAN; RON, 2018;
MELLATA, 2013).

APEC é responsavel por grandes perdas econdmicas na avicultura,
devido a sua alta taxa de morbidade e mortalidade. As infec¢cdes causadas por esse
patotipo podem ser sistémicas, como a colibacilose, ou locais, como celulite e
salpingite (MELLATA, 2013; WASINSKY, 2019).

Geralmente, cepas de EXPEC sao classificadas nos grupos
filogenéticos B2 e D, sendo as cepas de B2 normalmente mais virulentas (MELLATA,
2013). Os fatores de viruléncia expressos por EXPEC permitem a colonizagdo de
diferentes sitios, dentre eles estdo adesinas, sistemas de captacido de ferro,
protectinas, invasinas e toxinas. A deteccdo de alguns genes € utilizada para
identificacdo desses fatores de viruléncia, como ecpA, fimH, papC e papG para

adesinas; chuA, fyuA, iroN e iutA para sistemas de captacéo de ferro; iss, kposMT Il e
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traT para protectinas; ibeA para invasinas; e cnf, hlyA e tsh para toxinas, dentre
outros (JOHNSON; RUSSO, 2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Caracterizar fenotipica e genotipicamente isolados de E. coli de um

caso de colite histiocitica ulcerativa canina.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Isolar colonias de E. coli de um caso de colite histiocitica ulcerativa
canina.

Realizar caracterizagdo fenotipica dos isolados através da
determinacao do perfil de sensibilidade aos antimicrobianos, produgao de biofilme e
sobrevivéncia e replicagcdo em macrofagos.

Realizar caracterizagdo genotipica dos isolados através da
determinacdo do grupo filogenético e busca de genes de viruléncia de DEC e
ExPEC.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 DESCRICAO DO CAsO CLINICO

Uma fémea canina de 18 meses da raga Buldogue Francés foi
atendida no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Vigosa em novembro
de 2018. Apresentou histérico de diarreia crébnica mucosa, hematoquezia, tenesmo e
pequeno prolapso retal por 5 meses. Inicialmente, foi realizado tratamento com
sulfasalazina, metronidazol, prednisona e sulfametoxazol-trimetoprima, no entanto, a
paciente ndao apresentou melhora.

A anadlise histopatologica da bidpsia realizada durante a
colonoscopia confirmou o diagnodstico de CHU e a paciente foi tratada com
enrofloxacino e prednisolona, além de modificagdo na dieta. O tratamento nao foi
efetivo, sendo suspensa a prednisolona e incluido metronidazol e amoxicilina-acido
clavulanico juntamente a enrofloxacino por 8 semanas.

Nao houve melhora com o tratamento, e a paciente apresentou
perda de peso e piora no quadro de hematoquezia. Deste modo, uma nova
colonoscopia foi realizada para realizagdo de cultura e antibiograma, além de
prescricdo de amicacina e transplante de microbiota fecal, também sem sucesso.

O resultado do antibiograma apontou sensibilidade a azitromicina,
que foi prescrita em tratamento de 8 semanas. A paciente comegou a apresentar
melhora apds 7 dias de tratamento e, ao final das 8 semanas, uma nova
colonoscopia foi realizada, na qual a mucosa apresentou aspecto normal, também

confirmada pelo histopatolégico.

4.2 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO BIOQUIMICA

As colbnias foram isoladas de placas de agar nutriente (HiMedia®) e
agar MacConkey (HiMedia®) e submetidas a identificacdo bioquimica, utilizando os
meios EPM, MILi e Citrato de Simmons (Enterokit B, Probac®). Os isolados
identificados como Escherichia coli foram estocadas em caldo infusdo cérebro-

coragao (BHI) (Acumedia®) suplementado com 40% de glicerol (Merck®).

4.3 TESTE DE SENSIBIILIDADE AOS ANTIMICROBIANOS
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A sensibilidade aos antimicrobianos foi testada seguindo a
metodologia de disco-difusdo em agar do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2008, 2018). A cepa E. coli ATCC 25922 foi utilizada como controle de
qualidade para o teste. Os antimicrobianos testados foram: amicacina (AMK — 30 ug),
ampicilina (AMP — 10 pg), azitromicina (AZM — 30 ug), cefazolina (CFZ — 30 ug),
cefoxitina (FOX — 30 ug), ciprofloxacino (CIP — 5 pg), cloranfenicol (CHL — 30 ug),
enrofloxacino (ENO — 5 pg), gentamicina (GEN — 10 ug), imipenem (IPM — 10 ug),
sulfametoxazol-trimetoprima (SXT — 25 ug), e tetraciclina (TET — 30 ug).

Para o teste de identificagdo de bactérias produtoras de beta-
lactamases de espectro extendido (ESBL), foram utilizados os seguintes
antimicrobianos: amoxicilina-acido clavulanico (AMC — 30 ug), aztreonam (ATM — 30
Mg), cefepima (FEP — 30 ug), ceftazidima (CAZ — 30 ug) e ceftriaxona (CRO — 30 ug).

4.4 ANALISE DE PRODUCAO DE BIOFILME

A analise da producgado de biofilme pelos isolados foi realizada de
acordo com a metodologia proposta por Wakimoto et al. (2004). Foram utilizadas
microplacas de 96 pogos contendo, em cada poc¢o, 195 uL de DMEM suplementado
com 0,45% de glicose (Synth®) e 5 pL de cultura bacteriana previamente crescida.
Apos incubacao por 18 horas a 37°C, o conteudo dos pogos foi lavado com PBS,
corado com cristal violeta 0,5% e solubilizado com etanol absoluto, para leitura em
espectrofotometro a 570 nm. As cepas E. coli HB101 e EAEC 042 foram usadas

como controle negativo e positivo, respectivamente.

4.5 CLASSIFICAGAO FILOGENETICA

A classificacao filogenética dos isolados foi realizada de acordo com
Clermont et al. (2013), que classifica cepas de E. coli em sete filogrupos: A, B1, B2,
C, D, E ou F. Essa classificagao é realizada através da identificagdo dos genes arpA,
chuA, yjaA e do fragmento de DNA TspE4.C2.

4.6 IDENTIFICACAO DE GENES DE VIRULENCIA DE DEC

Para identificacdo dos genes de viruléncia de DEC, foi realizada
PCR para os seguintes genes: eae, bfpA, elt, ipaH (ARANDA et al., 2007), stx1, stx2,
hlyA (PATON; PATON, 1998), aggR (CERNA; NATARO; ESTRADA-GARCIA, 2003),
ST lae ST Ib (SCHULTSZ et al., 1994).
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4.7 IDENTIFICACAO DE GENES DE VIRULENCIA DE EXPEC

Para identificagcdo dos genes de viruléncia de EXPEC, foi realizada
PCR para os seguintes genes: iroN, ompT, hlyF, iss, iutA (JOHNSON et al., 2008),
tsh (DOZOIS et al.,, 2000), papC (LE BOUGUENEC; ARCHAMBAUD; LABIGNE,
1992), ecpA (BLACKBURN et al., 2009), hlyA, cnf-1 (YAMAMOTO et al., 1995), cnf-2
(BLANCO et al., 1996), fimH, papG, ibeA, fyuA, sitA, traT e kpsMT 1l (JOHNSON;
STELL, 2000).

4.8 DETECCAO DOS GENES BLACTX-M

Os isolados que apresentaram caracteristica fenotipica de ESBL no
teste de sensibilidade aos antimicrobianos foram submetidos a identificagdo dos
grupos CTX-M. A deteccao foi realizada por PCR para identificagdo dos seguintes

genes: blactx-m-1, blactx-m-2, blactx-w-s, blactx-m-9 € blactx-m-25 (PITOUT et al. 2007).

4.9 SOROTIPAGEM
A sorotipagem dos isolados foi realizada pelo Prof. Dr. Armando
Navarro, da Universidad Nacional Autbnoma de México, por reagdo de aglutinagéo

com soro de coelho. Foram testados 188 antigenos somaticos (O) e 53 flagelares

(H).

4.10 TESTE DE SOBREVIVENCIA E REPLICACAO EM MACROFAGOS

O teste de sobrevivéncia e replicagdo em macréfagos foi realizado
em células da linhagem J774A.1, seguindo a metodologia de Glasser et al. (2001)
com modificagdes. As cepas E. coli DH5-a e Salmonella enterica sorovar
Typhimurium UK-1 foram utilizadas como controles negativo e positivo,
respectivamente.

Os macrofagos foram cultivados em placas de 24 pocgos até
confluéncia acima de 90%. As placas foram lavadas com PBS e foi adicionado 1 mL
de RPMI (LGC Biotecnologia®) suplementado com 10% de soro fetal bovino

(Gibco®) e o inoculo com concentracdo final de 1,5.107 UFC/mL, seguido por

incubagéo a 37°C, 5% CO2, por uma hora. Apds a incubagéo, as placas foram

lavadas com PBS e foi adicionado 1 mL de RPMI suplementado com soro fetal
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bovino (10%) e amicacina (200 ug/mL), seguido por incubagéo a 37°C, 5% CO, por
2 horas.

As placas foram lavadas com PBS e foi adicionado 1 mL de RPMI
suplementado com soro fetal bovino (10%) e amicacina (20 pg/mL), seguido por
incubacao a 37°C, 5% CO.. A lise das células foi realizada nos tempos 2 e 24 horas,
com a contagem iniciada na etapa de adigdo de RPMI contendo 200 pg/mL de
amicacina.

A lise foi realizada, apds a lavagem da placa com PBS, pela adigao
de 1 mL de Triton X-100 (0,1%) em cada po¢o, seguida por plagueamento em agar
MacConkey (HiMedia®) e incubagdo a 37°C por 18 horas, para contagem de
UFC/mL.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isoladas, no total, 46 colénias com perfil fenotipico de E. coli,
sendo 34 provenientes de agar MacConkey e 12 de agar nutriente. Com relagdo ao
teste de sensibilidade aos antimicrobianos, todos os isolados (100%) apresentaram
resisténcia a AMP, CIP, ENO e SXT, 44 a CHL (95,65%), 31 a TET e GEN (67,39%),
11 a AZM (23,91%), 6 a CFZ (13,04%) e 2 a AMC (4,34%) (Tabela 1). Nao foram
encontradas cepas resistentes a AMK, ATM, CAZ, CRO, FEP, FOX e IPM.

Geralmente, casos de CHU em cé&es sao tratados com a
administracdo de ENO, que tem apresentado boa responsividade e remissao da
doenga (MANCHESTER et al., 2013; MANSFIELD et al., 2009). No entanto, ja foram
relatados casos de animais ndo responsivos a tratamento com fluorquinolonas, em
alguns sendo necessario eutanasia (CRAVEN et al., 2010b; LUCENA; NOVALES;
GINEL, 2017; MANSFIELD et al., 2009).

Craven et al. (2010b) analisaram o perfil de resisténcia de E. coli
isoladas de casos refratarios e verificaram presenca de cepas resistentes a
fluorquinolonas, sugerindo a possibilidade de aquisicdo da resisténcia devido ao
tratamento prévio com ENO. Além disso, observaram alta frequéncia de resisténcia a
CHL, presente em 50% das cepas resistentes a fluorquinolonas. O presente trabalho
apresenta dados em concordancia, visto que o tratamento com ENO foi realizado
previamente a bidpsia e a resisténcia a fluorquinolonas também foi observada. Do
mesmo modo, foi verificada resisténcia a SXT, que também foi utilizada previamente
para tratamento da paciente. Alta frequéncia de resisténcia a CHL também foi
observada (84,78%).

Para que o tratamento possa ser efetivo, deve-se levar em conta a
capacidade do antimicrobiano de penetrar nas células do hospedeiro, visto que a
replicacdo de AIEC ocorre no interior dos macrofagos. Estudos feitos por
Subramanian et al. (2008) avaliaram a eficacia de alguns antimicrobianos na
eliminacdo de E. coli em macrofagos J774A.1, verificando que azitromicina,
ciprofloxacino, claritromicina, rifampicina, sulfametoxazol, tetraciclina e trimetoprima
apresentaram boa atividade, enquanto que ampicilina e aminoglicosideos n&o

apresentaram eficacia significativa.
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Apesar da sensibilidade dos isolados a AMK demonstrada no teste
de disco-difusdo em agar, a utilizagdo deste antimicrobiano para o tratamento da
paciente ndo apresentou resposta positiva. Este fato pode estar relacionado com a
efetividade na eliminacdo de bactérias intracelulares, visto que esse antimicrobiano
apresenta baixa capacidade de penetracdo em células de mamiferos. Do mesmo
modo, a baixa resisténcia a AZM apresentada pelos isolados e sua capacidade de
penetrar macréfagos podem ter contribuido para o sucesso do tratamento.

Dentre os isolados, 7 apresentaram resisténcia a 7 classes de
antimicrobianos (15,22%), 22 apresentaram resisténcia a 6 classes (47,83%), 6
apresentaram resisténcia a 5 classes (13,04%) e 11 apresentaram resisténcia a 4
classes (23,91%) (Tabela 1). Deste modo, de acordo com a definicdo proposta por
Magiorakos et al. (2012), todos os isolados obtidos podem ser classificados como
multirresistentes (MDR). Alguns estudos também isolaram E. coli MDR de caes
diagnosticados com CHU resistentes ao tratamento com ENO (LUCENA; NOVALES;
GINEL, 2017; MANCHESTER et al., 2020; MUELLER et al., 2016).

Apenas um isolado (2,17%) foi positivo no teste fenotipico de ESBL
(Cepa 1.4), pertencendo ao grupo CTX-M-2. A presenga de cepas de E. coli com
caracteristicas de ESBL isoladas de CHU também foi relatada por Mueller et al.
(2016), no entanto, a identificacdo do gene envolvido nao foi realizada.

Estudos epidemiolégicos mostram que o grupo CTX-M-2 ainda é o
mais frequentemente isolado no Brasil e na América do Sul (BEVAN; JONES;
HAWKEY, 2017; SILVA; LINCOPAN; 2012), no entanto, ndo foram encontrados
dados sobre a prevaléncia dos genes blactx-v em animais de companhia no Brasil. A
presenca de cepas de ESBL tem grande importancia na clinica, pois esta associada
a necessidade do uso de carbapenémicos, que atualmente sao utilizados para
tratamento de infec¢des graves. O aumento no uso dessa classe de antimicrobianos
pode desencadear a disseminagdo de cepas resistentes ao tratamento com
carbapenémicos (BEVAN; JONES; HAWKEY, 2017).

Nenhuma das cepas apresentou producdo de biofiime (Tabela 1),
diferentemente do relatado na literatura. Martinez-Medina et al. (2009a) compararam
a capacidade de producao de biofilme por cepas de AIEC e nao-AIEC, observando
maior frequéncia de producéo de biofilme nas cepas de AIEC, que eram em maioria,

produtoras moderadas.
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Com relacédo a classificagdo filogenética, a maioria das cepas foi
pertencente ao grupo C (29 cepas, 63,04%), seguido pelo grupo B1 (15 cepas,
32,6%) e os grupos B2 e F apresentaram apenas um representante cada (2,17%),
sendo elas 1.4 e 1.2, respectivamente (Tabela 1).

Estudos realizados com E. coli isolada de CHU identificaram, em
maioria, cepas pertencentes ao grupo filogenético B2, no entanto, também foram
encontradas cepas dos grupos A, B1 e D (ARGENTA et al., 2018; MANCHESTER et
al., 2020; SIMPSON et al., 2006). Esses dados sao diferentes dos encontrados no
presente trabalho, que verificou a presenca de apenas uma cepa pertencente ao
grupo B2.

A distribuicao dos grupos filogenéticos pode variar de humanos para
animais, sendo verificada a presenga de cepas A e B2 com maior frequéncia em
humanos e B1 em animais (CHAUDHURI; HENDERSON, 2012; TENAILLON et al.,
2010). Cepas pertencentes ao filogrupo B1 se destacaram como o segundo grupo
mais frequentemente isolado no presente estudo.

A classificagao filogenética apresentada pelos estudos citados acima
foi feita utilizando a metodologia proposta por Clermont, Bonacorsi e Bingen (2000),
que se baseava na deteccdo de dois genes (chuA e yjaA) e um fragmento de DNA
(TspE4.C2) para classificagdao em quatro filogrupos (A, B1, B2 e D). No entanto, a
nova classificagdo proposta por Clermont et al. (2013), que foi utilizada neste
trabalho, incluiu o gene arpA, modificando principalmente a classificagdo nos grupos
A e D. Deste modo, nao € possivel fazer uma comparagao precisa entre os estudos
citados e o presente trabalho, em decorréncia das modificagdes na classificagao dos
grupos filogenéticos.

A identificacdo de fatores de viruléncia de DEC mostrou que 14
cepas foram positivas para o gene ipaH e nédo houve presenga dos demais genes
testados. Todas as cepas positivas para o gene ipaH pertencem ao grupo
filogenético B1.

A presenga do gene ipaH é sugestiva para infec¢cdo por cepas de
EIEC, no entanto, relatos de infeccdo por EIEC em cides ndo sdo comumente
encontrados, sendo, em maioria, relatados em humanos e primatas (CROXEN et al.,
2013). Além disso, as 14 cepas positivas para o gene ipaH nao apresentam o perfil
bioquimico caracteristico de EIEC descrito na literatura (CROXEN et al., 2013;

GOMES et al. 2016), sendo todas positivas para fermentagao de lactose e presenga
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de lisina descarboxilase e uma apresentou motilidade positiva. Deste modo, devido
ao fato de as caracteristicas bioquimicas serem conflitantes com o perfil genotipico
para a classificagdo dessas cepas como EIEC, é necessario realizar o teste
fenotipico de invaséo e o sequenciamento do fragmento obtido na PCR para o gene
ipaH, visando confirmar a presenga ou nao deste gene.

Diferentemente de EIEC, cepas de AIEC normalmente nao
apresentam fatores de viruléncia de DEC e estudos realizados com AIEC isoladas
de caes com CHU nao indicaram a presenca destes genes (ARGENTA et al., 2018;
SIMPSON et al., 2006). Deste modo, a possibilidade de infecgdo por AIEC neste
caso ainda pode ser considerada.

Quanto a presenca de genes de viruléncia de ExPEC, todas as
cepas foram positivas para o gene fimH (100%), 45 foram positivas para ecpA
(97,82%), 30 foram positivas para traT (65,21%), duas foram positivas para sitA
(4,34%) e apenas uma foi positiva para os genes hlyF, iroN, iss, iutA e ompT (2,17%).

Apenas as cepas 1.2 e 1.4 apresentaram o gene sitA e somente a
cepa 1.4 foi positiva para os genes iroN, ompT, hlyF, iss e iutA. Com excegao da
cepa 1.2, todas as demais foram positivas para o gene ecpA (Tabela 1). Nenhuma
das cepas apresentou os genes cnf-1, cnf-2, fyuA, hlyA, ibeA, kpsMT I, papC, papG
e tsh.

Como descrito por Palmela et al. (2018), cepas de AIEC apresentam
maior similaridade genética com EXPEC, apresentando fatores de viruléncia
associados a UPEC, APEC e NMEC. Devido a auséncia de uma marcador genético
especifico para esse patotipo, estudos tém identificado genes de EXPEC nos
isolados de AIEC, como chuA, fimH, fyuA, hlyA, ibeA, iroN, iss, kpsMT I, IpfA, ompT,
papC, sitA e traT, dentre outros (ARGENTA et al., 2018; DOGAN et al., 2014, 2020;
MARTINEZ-MEDINA et al., 2009c; SIMPSON et al., 2006).

Argenta et al. (2018) e Simpson et al. (2006) também realizaram a
deteccao dos genes iroN, iss, iutA, hlyF e ompT em cepas de AIEC isoladas de caes
com CHU, relatando a presencga de 2 (iroN e iss) e 3 (iroN, iss e ompT) genes,
respectivamente. No presente trabalho, os cinco genes foram encontrados em uma
unica cepa (1.4). A alta frequéncia de cepas positivas para o gene ecpA era
esperada, visto que a adesina por ela codificada (ECP) € comum tanto em cepas
patogénicas quanto comensais, podendo estar presente em cerca de 96% das
cepas de E. coli (RENDON et al., 2007).
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Do mesmo modo, a presenga do gene fimH em um grande numero
de cepas era esperada, visto que a proteina por ele codificada (FimH) € uma das
subunidades que compdem a fimbria tipo I. Essa fimbria € amplamente encontrada
em cepas de E. coli e considerada um importante fator de viruléncia em cepas de
EXPEC, principalmente em UPEC (MYDOCK-MCGRANE; HANNAN; JANETKA,
2017; SCHEMBRI et al., 2001). Além disso, sua importéncia na patogenia de
doengas inflamatérias intestinais causadas por AIEC também ja foi estabelecida
(SHAWKI; MCCOLE, 2017). Devido ao seu papel fundamental no estabelecimento
dessas infecgdes, alguns estudos ja propdem o desenvolvimento de terapias
utiizando esse fator de viruléncia como alvo (MYDOCK-MCGRANE; HANNAN;
JANETKA, 2017; SARSHAR et al., 2020; SIVIGNON et al., 2017).

A presenca de genes envolvidos com adesinas (ecpA e fimH),
captacado de ferro (iroN, iutA e sitA), resisténcia sérica (iss e traT), proteases de
membrana (ompT) e producdo de toxinas (hlyF), pode favorecer a sobrevivéncia da
bactéria e consequentemente o estabelecimento da infecgéo.

Foram selecionadas sete cepas para sorotipagem, com base em seu
perfil de resisténcia, sendo elas 1.4, 3.4, 41, 5.2, 6.2, 6.5 e 7.1. Os sorotipos
encontrados foram O20:H4 na cepa 1.4, O132:HNM nas cepas 5.2 e 6.2, ONT:HNM
nas demais cepas.

Os sorotipos identificados neste estudo ndo sao caracteristicos de
nenhum dos patotipos de E. coli descritos (CROXEN et al., 2013). Além disso,
estudos que realizaram sorotipagem de cepas de AIEC isoladas de CHU néao
obtiveram sorotipos semelhantes aos deste trabalho (DOGAN et al., 2020;
MANCHESTER et al., 2020; SIMPSON et al., 2006). Esse fato pode ocorrer devido a
alta diversidade de sorotipos apresentada por cepas de AIEC (MARTINEZ-MEDINA,;
GARCIA-GIL, 2014).

O teste de sobrevivéncia e replicagdo em macréfagos foi realizado
com as sete cepas que foram selecionadas para sorotipagem. Somente o controle
positivo apresentou aumento na contagem de UFC no tempo 24 horas, com o
aumento de 1 Log em comparagéo ao tempo 2 horas. A contagem de UFC das
cepas 1.4, 5.2 e 6.2 permaneceu no mesmo Log nos dois tempos analisados, sendo

que a cepa 5.2 apresentou contagem de UFC igual nos dois tempos (2,8.104). As
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demais cepas apresentaram redugdo de 1 Log e o controle negativo ndo foi capaz

de sobreviver no periodo analisado (Figura 1).

Figura 1 - Teste de sobrevivéncia e replicacdo em macrofagos

A 1,00E+07 B
1.00E+06 . Contagem bacteriana (UFC/mL)
B2h 2 horas 24 horas
B 24h
1,00E+05 UK-1 1,2.108 2,5.108
3
. 1,00E+04 DH5a 9,0.10 0
E 1.4 6,3.10° 4,010°
(8]
& 1,00E+03 34 1,2.10° 1,8.10%
4.1 1,5.10° 4,0.10?
1,00E+02
5.2 2,8.10° 2,8.10%
1,00E+01 6.2 1,7.104 1,0.104
6.5 1,9.10° 3,3.102
1,00E+00
UK-1 DH5a 14 34 41 5.2 6.2 6.5 73 71 1,2.10° 5,3.10?

Cepas
Figura 1. A: Grafico da contagem de UFC/mL das cepas testadas nos tempos 2 e 24

horas. B: Tabela com a contagem bacteriana de cada cepa nos tempos 2 e 24 horas.

As cepas testadas no presente estudo apresentaram menor
capacidade de sobrevivéncia quando comparadas com estudos relatados na
literatura. Glasser et al. (2001) avaliaram a capacidade de sobrevivéncia e
replicacdo em macréfagos J774A.1 de 15 cepas de AIEC. Os resultados foram
expressos na forma de porcentagem de sobrevivéncia, calculada para cada tempo
considerando a contagem bacteriana do tempo 2 horas como 100%. Nesse estudo,
verificaram que todas as cepas foram capazes de se replicar em um periodo de até
48 horas, sendo que no tempo 24 horas todas ja apresentavam porcentagem de
sobrevivéncia superior a 100%. Considerando que o presente estudo avaliou a
sobrevivéncia das cepas em apenas um intervalo de tempo, ndo é possivel fazer
uma comparagao precisa com os resultados observados por Glasser et al. (2001).

Martinez-Medina et al. (2009b) utilizaram a porcentagem de
sobrevivéncia das cepas em 24 horas para classifica-las como capazes de
sobreviver (% de sobrevivéncia = 100%) ou de se replicar (% de sobrevivéncia =
200%) no interior dos macrdéfagos. Ao utilizar essa forma de classificagéo, somente a
cepa 5.2 poderia ser considerada capaz de sobreviver e nenhuma capaz de se

replicar. Entretanto, considerar porcentagens em valores altos (exponenciais ou log)



34

nao seria a melhor forma de comparar a sobrevivéncia, uma vez que, todas as
cepas apresentaram valores de UFC/mL préximos do tempo 2 horas, demonstrando
uma consideravel sobrevivéncia apesar de a porcentagem nao ser elevada.

Os resultados da sobrevivéncia no tempo 48 horas seriam de grande
importancia para o presente trabalho, permitindo uma melhor visualizagdo da taxa
de replicagdao ou reducdo da sobrevivéncia. No entanto, sua realizacdo n&o foi
possivel, devido a dificuldades no cultivo e manuntengao da cultura celular.

Deve-se ressaltar que a classificacdo de uma cepa como AIEC
depende ndo somente do resultado da capacidade de sobrevivéncia e replicagdo em
macréfagos, mas também dos resultados de adesé&o e e invasao a ceélulas epiteliais,
que nao foram realizados nesse estudo. Deste modo, ndo é possivel concluir se as
cepas analisadas neste trabalho podem ser classificadas como AIEC. A auséncia de
um perfil genotipico preciso para a classificagdo de uma cepa como AIEC dificulta
sua deteccdo, sendo necessaria a realizacdo dos testes fenotipicos para essa
finalidade.

Com relagdo a cepa 1.4, a presenga de 9 genes de fatores de
viruléncia de EXPEC (ecpA, fimH, iroN, iss, iutA, hlyF, ompT, sitA e traT), a auséncia
de fatores de viruléncia de DEC, sua classificagdo no grupo filogenético B2 e os
sintomas apresentados pela paciente indicam a possibilidade de que ela seja
aderente-invasiva e a causadora da doenca. No entanto, os resultados obtidos no
teste de sobrevivéncia e replicagdo em macrofagos ndo foram conclusivos, sendo
necessario realizar os testes fenotipicos de adesdo e invasao para confirmacao da
hipotese, visto que ja foi relatada a presenca de cepas de E. coli com genes de
EXPEC no intestino de animais de companhia (JOHNSON; STELL; DELAVARI,
2001).

Tabela 1 - Relacao dos isolados obtidos, seu perfil de resisténcia, testes fenotipicos

e genotipicos.

Perfil de resisténcia aos Grupo Genes
Cepa Biofilme Genes ExPEC
antimicrobianos Filog. DEC
1.1 AMP, AZM, CHL, CIP, ENO, SXT NF B1 ipaH ecpA, fimH

AMC, AMP, CAZ, CIP, ENO,
1.2 NF F - fimH, sitA
GEN, SXT, TET
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Perfil de resisténcia aos Grupo Genes
Cepa Biofilme Genes EXPEC
antimicrobianos Filog. DEC
1.3 AMP, CHL, CIP, ENO, SXT NF B1 ipaH ecpA, fimH
AMP, CAZ, CIP, ENO, GEN, ecpA, fimH, iroN, iss, iutA,
1.4 NF B2 -
SXT, TET* hlyF, ompT, sitA, traT
1.5 AMP, AZM, CHL, CIP, ENO, SXT NF B1 ipaH ecpA, fimH
AMP, CHL, CIP, ENO, GEN,
2.1 NF C - ecpA, fimH, traT
SXT, TET
AMP, CHL, CIP, ENO, GEN,
2.2 NF C - ecpA, fimH, traT
SXT, TET
AMP, AZM, CHL, CIP, ENO,
2.3 NF C - ecpA, fimH, traT
GEN, SXT, TET
AMP, CHL, CIP, ENO, GEN,
2.4 NF C - ecpA, fimH, traT
SXT, TET
AMP, CHL, CIP, ENO, GEN,
2.5 NF C - ecpA, fimH, traT
SXT, TET
AMP, AZM, CHL, CIP, ENO,
3.1 NF C - ecpA, fimH, traT
GEN, SXT, TET
AMP, CHL, CIP, ENO, GEN,
3.2 NF C - ecpA, fimH, traT
SXT, TET
AMP, CHL, CIP, ENO, GEN,
3.3 NF C - ecpA, fimH, traT
SXT, TET
AMP, CHL, CIP, ENO, GEN,
3.4 NF C - ecpA, fimH, traT
SXT, TET
AMP, CHL, CIP, ENO, GEN,
3.5 NF C - ecpA, fimH, traT
SXT, TET
AMP, AZM, CHL, CIP, ENO,
41 NF C - ecpA, fimH, traT
GEN, SXT, TET
AMP, CHL, CIP, ENO, GEN,
4.2 NF C - ecpA, fimH, traT
SXT, TET
AMP, CHL, CIP, ENO, GEN,
4.3 NF C - ecpA, fimH, traT
SXT, TET
AMP, CHL, CIP, ENO, GEN,
4.4 NF C - ecpA, fimH, traT
SXT, TET
4.5 C - ecpA, fimH, traT

AMP, CHL, CIP, ENO, GEN, NF
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Perfil de resisténcia aos Grupo Genes
Cepa Biofilme Genes EXPEC
antimicrobianos Filog. DEC
SXT, TET
5.1 AMP, CHL, CIP, ENO, SXT NF B1 ipaH ecpA, fimH
5.2 AMP, AZM, CHL, CIP, ENO, SXT NF B1 ipaH ecpA, fimH
5.3 AMP, CHL, CIP, ENO, SXT NF B1 ipaH ecpA, fimH
5.4 AMP, CHL, CIP, ENO, SXT NF B1 ipaH ecpA, fimH
5.5 AMP, CHL, CIP, ENO, SXT NF B1 ipaH ecpA, fimH
6.1 AMP, CHL, CIP, ENO, SXT NF B1 ipaH ecpA, fimH
6.2 AMP, CHL, CIP, ENO, SXT NF B1 ipaH ecpA, fimH
AMP, AZM, CHL, CIP, ENO,
6.3 NF C - ecpA, fimH, traT
GEN, SXT, TET
6.4 AMP, AZM, CHL, CIP, ENO, SXT NF B1 - ecpA, fimH
AMC, AMP, AZM, CHL, CIP,
6.5 NF C - ecpA, fimH, traT
ENO, GEN, SXT, TET
6.6 AMP, CHL, CIP, ENO, SXT NF B1 - ecpA, fimH
6.7 AMP, CHL, CIP, ENO, SXT NF B1 ipaH ecpA, fimH
AMP, CHL, CIP, ENO, GEN,
6.8 NF C - ecpA, fimH, traT
SXT, TET
6.9 AMP, CHL, CIP, ENO, SXT NF B1 ipaH ecpA, fimH
AMP, CAZ, CHL, CIP, ENO,
71 NF C - ecpA, fimH, traT
GEN, SXT, TET
AMP, CHL, CIP, ENO, GEN,
7.2 NF C - ecpA, fimH, traT
SXT, TET
AMP, CHL, CIP, ENO, GEN,
7.3 NF C - ecpA, fimH, traT
SXT, TET
AMP, CHL, CIP, ENO, GEN,
7.4 NF C - ecpA, fimH, traT
SXT, TET
AMP, CHL, CIP, ENO, GEN,
7.5 NF C - ecpA, fimH, traT
SXT, TET
AMP, CHL, CIP, ENO, GEN,
8.5 NF C - ecpA, fimH, traT
SXT, TET
8.6 NF C - ecpA, fimH, traT

AMP, CHL, CIP, ENO, GEN,
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Perfil de resisténcia aos Grupo Genes
Cepa Biofilme Genes EXPEC
antimicrobianos Filog. DEC
SXT, TET
AMP, CAZ, CHL, CIP, ENO,
9.3 NF C - ecpA, fimH, traT
GEN, SXT, TET
AMP, CAZ, CHL, CIP, ENO,
9.6 NF C - ecpA, fimH, traT
GEN, SXT, TET
9.8 AMP, CHL, CIP, ENO, SXT NF B1 ipaH ecpA, fimH
AMP, AZM, CHL, CIP, ENO,
10.3 NF C - ecpA, fimH, traT
GEN, SXT, TET
AMP, AZM, CAZ, CHL, CIP,
10.6 NF C - ecpA, fimH, traT

ENO, GEN, SXT, TET

(AMC) Amoxicilina-acido clavulanico; (AMP) Ampicilina; (AZM) Azitromicina; (CFZ2)
Cefazolina; (CIP) Ciprofloxacino; (CHL) Cloranfenicol; (GEN) Gentamicina; (ENO)

Enrofloxacino; (SXT) Sulfametoxazol-trimetoprima; (TET) Tetraciclina; (*) Perfil

fenotipico de ESBL; (NF) Nao formadora; (-) Negativa para todos os genes.
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CONCLUSAO

Os isolados de E. coli deste caso clinico apresentaram
multirresisténcia aos antimicrobianos, além de grande diversidade filogenética e de
genes de viruléncia. A presencga de isolados positivos para o gene ipaH traz a
possibilidade de infeccdao por EIEC, apesar disso, os sinais clinicos e algumas
caracteristicas genotipicas de uma das cepas ainda mantém a hipdtese de que a
doenca tenha sido causada por AIEC. Deste modo, os testes fenotipicos
confirmatdrios de AIEC devem ser realizados, visando identificar o real causador da

doenca.
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