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RESUMO

Piometra e cistite sdo infecgdes muito frequentes em fémeas de animais de
companhia, podendo ocorrer de forma simultanea. Escherichia coli € o agente microbiano
mais envolvido em ambas as infecgdes, no entanto pouco se sabe sobre a correlagdo entre
E. coli Endometriais Patogénicas (EnPEC) e E. coli Uropatogénicas (UPEC) isoladas em
quadros de infecgdes uterinas e urindrias simultaneamente. Portanto, o presente trabalho
objetivou comparar fenotipica e genotipicamente cepas UPECs e EnPECs isoladas de sete
cadelas e uma gata que apresentavam piometra e cistite simultaneamente. Para tanto,
analises in vitro, através de ensaios de adesdo e invasdo celular, e in silico, utilizando-se
comparagdes gendmicas e filogenéticas, foram realizadas com 16 cepas de E. coli. As
analises in vitro envolveram ensaios de adesdo ¢ invasdao de E. coli em células
eucarioticas, enquanto os ensaios in silico foram realizados com as sequéncias gendmicas
obtidas de cada uma das cepas. Os resultados dos ensaios in vitro demonstram que
isolados EnPEC e UPEC possuem alta capacidade de adesdo celular e baixa capacidade
de invasdo celular. Enquanto alguns isolados UPEC possuiram maior capacidade de
adesdo, outros isolados EnPEC possuiram maior capacidade de invasdo celular em
linhagens HeLa e T24. Esses resultados foram confirmados com as observagdes em
microscopia eletronica, onde o isolado UPEC mostrou-se com capacidade de formagao
de biofilme, enquanto seu par EnPEC ndo demonstrou a mesma habilidade. Ja as
comparagdes gendmicas in silico revelaram que, com exce¢do de um caso, EnPEC e
UPEC isoladas de um mesmo animal sdo clones extraintestinais de E. coli. Curiosamente,
os oito isolados UPEC demonstraram maior nimero de genes de viruléncia comparado
com os oito isolados EnPEC. Com os resultados obtidos podemos concluir que isolados
EnPEC e UPEC de sete dos oito quadros infecciosos estudados sdo clones genéticos.
Esses clones possuem potencial de viruléncia e demonstraram habilidade em colonizar in
vitro cé€lulas de Utero e bexiga. Tais resultados auxiliam na compreensdo da
patogenicidade e correlacdes genéticas de E. coli envolvidas em ocorréncias simultanea

de piometra e cistite em fémeas de animais de companhia

Palavras—chaves: piometra, cistite, gendmica, patogenicidade



ABSTRACT

Pyometra and cystitis are frequent infections of pet females that can occur
simultaneously. Escherichia coli is the most involved microbial agent on these both
infections, however few is known about the correlations among Endometrial Pathogenic
E. coli (EnPEC) and Uropathogenic E. coli (UPEC) isolated from simultaneously uterine
and urinary infection cases. Therefore, the aim of this work was to phenotypically and
genetically compare UPEC and EnPEC isolates from seven dogs and one cat suffering
simultaneous pyometra and cystitis. For that, in vitro, using adhesion and invasion
assays, and in silico, using genomic and phylogenetic comparisons, were performed with
16 E. coli strains. In vitro analyses involved E. coli adhesion and invasion assays on
eucaryotic cells, while in silico assays were performed with genomic sequences of each
strain. EnPEC and UPEC strains demonstrated high affinity to adhere and low capacity
to invade cells on in vitro assays. While some UPEC strains showed high capacity to
adhere, other EnPEC strains showed high capacity to invade HelLa and T24 cells. These
results were confirmed by electron microscopy observations, where the UPEC strain
showed biofilm production capacity, while its EnPEC pair did not demonstrate the same
capacity. In silico genomic comparisons reveled that, except to one case, EnPEC and
UPEC strains isolated from the same animal are extraintestinal E. coli clones. Curiously,
the eight UPEC strains demonstrated greater number of virulent genes in comparison to
the eight EnPEC strains. In conclusion, EnPEC and UPEC strains from seven of the eight
infectious studied cases are genetic clones. These E. coli clones have virulent potential
and demonstrated ability to colonize in vitro uterine and bladder cells. The results of this
study help in understanding the pathogenicity and genetic correlations of E. coli on
simultaneous pyometra and cystitis occurrence on pet females.

Keywords: pyometra, cystitis, genomic, pathogenicity
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1 INTRODUCAO

A infec¢do purulenta do utero (piometra) e infec¢do de bexiga urindria (cistite)
sdo afecgdes que comumente afetam fémeas de animais de companhia. Escherichia coli
¢ o agente mais comumente isolado de quadros de piometra (COGGAN et al., 2008) ¢
cistite (GYLES; FAIRBROTHER, 2010). Sao denominadas E. coli endometriais
patogénicas (EnPEC) as isoladas a partir do utero e E. coli uropatogénicas (UPEC) as
isoladas a partir do trato urindrio, sendo que ambas fazem parte do grupo de E. coli
extraintestinais patogénicas (EXPEC). A ocorréncia simultanea das duas infecgdes,
piometra e cistite, tem sido identificada com frequéncia em caninos e felinos (WADAS
et al., 1996; HAGMAN; KUHN, 2002; MELO et al., 2022)). Um levantamento recente
do nosso grupo de pesquisa analisou 22 casos de infec¢cdo simultanea de utero e bexiga
em cadelas e gatas. Nesse trabalho observamos que em 14 casos (14/22; 63,6 %) foi
isolada a mesma espécie bacteriana de ambos os sitios, sendo E. coli o agente mais
frequentemente envolvido (10/14; 71,4 %) (dados nao publicados).

Escherichia coli pertencentes ao grupo ExXPEC se diferenciam de E. coli
intestinais patogénicas (InPEC), pois apresentam habilidade de colonizar nichos
especificos através da expressdo de diversos fatores de viruléncia (GYLES;
FAIRBROTHER, 2010), tais como adesinas, toxinas, sistemas de capta¢do de ferro, fuga
do sistema imune do hospedeiro, resisténcia a antimicrobianos, formacao de biofilme e
producdo de colicinas. Por ndo apresentarem, muitas vezes, fatores de viruléncia
especificos, isolados de um mesmo grupo patogénico podem apresentar diferencas com
relacdo aos genes de viruléncia carreados no genoma (GYLES; FAIRBROTHER, 2010)
e a diferenciagdo genotipica dos grupos de EXPEC se torna mais dificil. As técnicas de
sequenciamento gendmico total, juntamente a andlises filogenéticas tém sido grandes
ferramentas para caracterizar geneticamente os diferentes patotipos de E. coli, auxiliando
na compreensdo da evolugdo e especializacdo para colonizacdo e infec¢ao de sitios
organicos distintos.

A patogenicidade de isolados UPECs inclui a adesdo, toxicidade e invasdo do
epitélio da bexiga, o que confere protecdo e possibilidade de recidivas apds tratamento
com antimicrobianos (DHAKAL et al., 2008). Recentemente foi observado a capacidade
de invasdo de UPECs também em epitélio vaginal (BRANNON et al., 2020).

Geneticamente, os isolados desse patotipo possuem ilhas de patogenicidade que albergam
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genes de viruléncia importantes para sua patogenicidade, como fim, pap e sfa (envolvidos
na adesdo), cnfl e hly (envolvidos na toxicidade), kps (producdo de capsula) e genes
envolvidos em sistemas de captagdo de ferro (enterobactina, salmochelina, aerobactina e
yersiniabactina) (GYLES; FAIRBROTHER, 2010).

Embora ainda nao consolidada, algumas hipoteses com relagdo a caracterizagao
patogénica de EnPECs tém sido propostas. Estudos anteriores sugeriram que E. coli
isoladas simultaneamente de piometra e urina em caes sdo clones genéticos através de
analises bioquimicas e moleculares (Pulsed-field Gel Electrophoresis ¢ Random
Amplification of Polymorphic DNA PCR) (WADAS et al., 1996; HAGMAN; KUHN,
2002; MELO et al., 2022). No entanto, as técnicas utilizadas tém sido substituidas por
novos métodos moleculares, como o sequenciamento total de genoma, que compara
isolados bacterianos de uma forma mais completa, produzindo resultados mais
pertinentes.

Siqueira et al. (2009) demonstraram a elevada quantidade de fatores de viruléncia
que UPECs e EnPECs compartilham, em contraste com E. coli comensais de trato
intestinal. J& os resultados de Mateus et al. (2013) sugerem que nenhum perfil de
viruléncia pode ser associado a E. coli isoladas de piometra, visto que o perfil de genes
de viruléncia e ilhas de patogenicidade testados ndo diferenciaram de isolados de E. coli
de cistite e de fezes de caninos saudaveis. Logo, sugeriram que tanto isolados de cistite
quanto comensais podem ser potenciais patogenos do utero de cadelas (MATEUS et al.,
2013).

Recentemente um trabalho do nosso grupo de pesquisa do Laboratorio de
Bacteriologia Veterinaria da UFRGS demonstrou que isolados EnPEC se distribuem
filogeneticamente entre os isolados EXPEC (em sua maioria) e InPECs (minoria) (LOPES
et al., 2020). Além disso, uma andlise detalhada do genoma de um isolado EnPEC
apresentou varios fatores de viruléncia associados tanto a InPECs quanto a UPECs,

demonstrando um perfil virulento diferenciado e tnico para as EnPECs.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Escherichia coli

A espécie bacteriana Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae e
morfologicamente sdo pequenos bacilos Gram-negativos, anaerobios facultativos, sendo
em sua maioria méveis (QUINN ez al., 2005). Em agar sangue ovino 5%, as colonias de
E. coli sdo normalmente médias em tamanho, mucoides ou ndo e acinzentadas. A
hemolise pode ser observada em isolados patogénicos. Em MacConkey, E. coli possuem
coloracdo rosa, por utilizarem a lactose presente no meio, além de frequentemente
apresentarem um halo 4cido em torno das colonias (QUINN ez al., 2005).
Bioquimicamente, reagem positivamente ao indol, mas regem negativamente aos testes
de citrato, urease e producao de sulfeto de hidrogénio (GYLES; FAIRBROTHER, 2010).
O ambiente natural de E. coli ¢ o trato gastrointestinal de animais ¢ humanos e a maioria
dos isolados ¢ considerado comensal. No entanto, uma parcela das cepas de E. coli sao
patdgenos oportunistas ou primarios envolvidos em enfermidades em animais e humanos

(MOXLEY, 2013). As doengas causadas por E. coli sdo denominadas colibaciloses.

Cepas de E. coli patogénicas sdo classificadas em E. coli intestinais patogé€nicas
(InPEC), incluindo todas que causam alguma infec¢do intestinal, ou em E. coli
extraintestinais patogénicas (ExPEC), todas que causam infec¢ao em algum sitio fora do
trato gastrointestinal. Dentro do grupo InPEC estdo os patotipos: EAEC (E. coli
enteroagregativa), EIEC (E. coli enteroinvasiva), ETEC (E. coli enterotoxigénica), EPEC
(E. coli enteropatogénica) e STEC (E. coli shigatoxigénica), subdividido em EHEC (E.
coli enterohemorragica) e VTEC (E. coli verotoxigénica). Ja dentro do grupo ExPEC se
encontram os patotipos: SEPEC (E. coli causadoras de septisemias), APEC (E. coli
aviaria patogénica), UPEC (E. coli uropatogénica), EnPEC (E. coli endometrial
patogénica) e MPEC (E. coli mamaria patogénica). Cada patotipo possui suas
particularidades, seja a presenga de algum fator de viruléncia especifico ou um grupo de
fatores necessarios para o desenvolvimento da infec¢@o no sitio de colonizagdo (GYLES;
FAIRBROTHER, 2010). Além desses patotipos cléssicos, cepas EXPEC hibridas, que
possuem genes de viruléncia de mais de um patotipo tém sido identificadas e descritas na

literatura recentemente (BRAZ et al., 2020; VALIATTI et al., 2020).

Filogeneticamente, isolados de E. coli podem ainda ser classificados dentro de

filogrupos. Os denominados filogrupos de Clermont, pesquisador que desenvolveu a
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técnica, sao classificados através da presenga ou auséncia de quatro regides conservadas
do genoma de E. coli (arpA, chuA, yjaA, TspE4.C2) (CLERMONT et al., 2012). Oito
filogrupos sdo descritos no momento: A, B1, B2, C, D, E, F e Escherichia clado 1
(CLERMONT et al., 2012). Dentre eles, os grupos mais descritos sao A, B1, B2 ¢ D. Os
grupos B2 e D abrangem grande parte dos isolados de EXPECs, enquanto os grupos Bl e
A contém boa parte dos isolados comensais (SMITH et al., 2007). Pouco se sabe até hoje
sobre a epidemiologia dos grupos C, E e F. No entanto, o grupo F ¢ geneticamente
relacionado ao grupo B2, podendo também conter isolados extraintestinais patogénicos
(CLERMONT et al., 2012; VANGCHHIA et al., 2016), enquanto o grupo C ¢
filogeneticamente relacionado ao grupo B1 (MOISSENET et al., 2010). Ja o grupo
Escherichia clado 1 abrange novas espécies de Escherichia que ainda ndo foram

distinguidas filogeneticamente de E. coli (LUO et al., 2011).

Além da classificacdo patogénica, as classificagdes epidemiologicas sao
importantes para a investigacdo da distribui¢do mundial de cepas de E. coli e na
investigagdo da origem de surtos de colibacilose. Para isso, cepas de E. coli podem ser
classificadas em sorotipos conforme os antigenos de superficie flagelar (H) e somatico
(O). Esses antigenos se encontram na camada de lipopolissacarideos da membrana
externa da parede celular de E. coli (MARKEY et al., 2013). O teste de aglutinacdo em
placa com antissoro comercial ¢ utilizado para a identificacdo in vitro dos sorotipos.
Muitos laboratodrios ainda realizam essa técnica, principalmente na classificacao de cepas
de E. coli envolvidas em surtos alimentares (InPECs). No entanto, técnicas moleculares
e in silico ttm ganhado espaco na classificacdo epidemioldgica de E. coli, visto a

facilidade e acurécias que essas novas técnicas proporcionam.

Nos ultimos anos, a técnica denominada Multilocus Sequence Typing (MLST) tem
sido uma ferramenta muito importante na distingdo epidemioldgica de isolados de E. coli,
principalmente aliada ao sequenciamento genomico total. Através da analise MLST, os
isolados recebem uma identificag@o clonal, ou Sequence Type (ST). A identificagdo tem
como base o perfil alélico de sete genes conservados ou housekeeping (adk, fumC, gyrB,
mdh, icd, pur4 e recA) (URWIN et al., 2003). Essa classificagdo permite a comparagao
de isolados de E. coli no mundo inteiro, através de bancos de dados, além de permitir a
analise evolutiva bacteriana (MAIDEN, 2006). Nesse ambito, varios clones de E. coli t€ém
sido identificados como patdgenos hiper virulentos ou multirresistentes no mundo inteiro

(WOODFORD et al., 2011). Dentre os clones com maior aquisi¢cao de multirresisténcia
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e viruléncia, estdo os pertencentes ao patotipo UPEC, responsaveis por infec¢des

urinarias e bacteremia em humanos e animais (ABADI et al., 2019).

Uma subtipificagdo de clones bacterianos ainda pode ser feita com relagdo aos ST,
avaliando-se a sequéncia de genes fimH. Esse gene faz parte do operon fim que codifica
uma fimbria da superficie bacteriana denominada fimbria do tipo 1. Pequenas variagdes
nesse gene geram diferentes alelos e permitem a distingao de subclones (ROER et al.,
2017). Essa distingdo tem sido muito importante na diferenciacdo de clones pandémicos,
como no caso do clone extraintestinal £. coli ST131 (DENAMUR et al., 2021). Por fim,
atualmente a forma mais acurada na distingdo entre clones bacterianos ¢ através do
sequenciamento genomico total seguido de busca de Single Nucleotide Polymorphisms
(SNPs) ou Polimorfismo de Nucleotideo Unico. Os SNPs sdo mutagdes Unicas de
nucleotideos que permitem a diferenciagdo de genomas bacterianos a nivel muito pontual
(HOMMALIS et al., 2005). Sendo assim, as filogenias criadas com base em diferenca de
SNPs trazem informagdes mais profundas para a diferenciacdo entre cepas bacterinas,

como a presenga de subclones.
2.1.1 Escherichia coli extraintestinais patogénicas

Escherichia coli extraintestinais (ExPEC) sdo responsdveis por septicemias,
infec¢des urinarias, infecgdes reprodutivas, infecgdes mamarias € meningites em animais
e humanos (GYLES; FAIRBROTHER, 2010; RIBEIRO ef al., 2016). Embora sejam
encontradas na microbiota intestinal, a composicdo gendmica de EXPECs ¢ distinta das
E. coli intestinais e comensais (RIBEIRO et al., 2016). Os isolados EXPEC carreiam em
seu genoma uma grande quantidade de genes de viruléncia necessarios para colonizar
diferentes sitios organicos. Diferentemente de E. coli intestinais, as EXPEC ndo possuem
genes de viruléncia especificos que as classificam dentro de um grupo. Cada isolado de
ExXPEC ¢ classificado dentro de um patotipo conforme sua origem de isolamento, como
E. coli isoladas de casos de sepse (SEPEC), infec¢des urindrias (UPEC), infecgdes

uterinas (EnPEC), infecgdes em aves (APEC) e infecgdes mamarias (MPEC).

O genoma de ExXPECs, assim como de outras bactérias, ¢ constituido por uma
por¢ao conservada e por por¢des nao-conservadas. As regides conservadas de E. coli sao
constituidas por genes codificantes de proteinas essenciais para a manuten¢ao bacteriana,
como aquelas envolvidas na replicacdo, transcri¢do, fungdes metabolicas e transporte

(RASKO et al., 2008). Evolutivamente, a inser¢ao de elementos mdveis nos genomas,
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principalmente pela transferéncia horizontal, foi responséavel pelo aumento da adaptacao
e viruléncia de EXPECs (DOBRINDT, 2005). Dentre os elementos méveis podem-se
destacar os genes de bacteridfagos, insertion sequences (IS) ou sequéncias de inser¢ao,
transposons e integrons (TOUSSAINT; CHANDLER, 2012). Esses elementos podem ser
integrados ao cromossomo ou replicarem independentemente nos plasmideos

(DOBRINDT, 2005).

As ilhas de patogenicidade ou pathogenic islands (PAls) sdo regides gendmicas
flanqueadas por elementos moveis e que carreiam genes de viruléncia, denominados
genes acessorios. Por estarem albergadas no mobiloma bacteriano, as PAls sdo facilmente
introduzidas, transmitidas ou deletadas do cromossomo (KAPER et al., 2004). Apenas E.
coli patogénicas apresentam PAIs, e isso faz com que o genoma de EXPEC, como o
isolado CFT 073, possua em torno de 5.2 Mb de tamanho, enquanto um isolado comensal,
como K-12, possua 4.6 Mb de tamanho. Cepas EXPEC que possuem elevado potencial
patogénico normalmente pertencem aos filogrupos B2 de Clermont. No entanto, cepas
EXxPEC podem ainda pertencer aos filogrupos D e F (CLERMONT et al., 2012;
VANGCHHIA et al., 2016). Embora os sorotipos de E. coli variem muito geografica e
temporalmente, as cepas EXPEC possuem menor diversidade nos antigenos somaticos

(O) comparado com cepas INPEC (VERBOOM et al., 2021).

Além de todas as analises genéticas que auxiliam na identificacdo de E. coli
extraintestinais patogénicas, a verificacdo da capacidade de colonizacgao de certos sitios
organicos ¢ essencial para a classificagdo de ExPECs dentro de um grupo patogénico.
Dessa forma, metodologias de ensaio in vitro de adesdo e invasdo bacteriana em células
eucaridticas tém sido descritas (ELSINGHORST, 1994; EDWARDS; MASSEY, 2011;
LETOURNEAU et al., 2011; CHUE-GONCALVES, 2018). A utilizagdo de
monocamadas de células de cultivo celular tém sido uma ferramenta muito importante no
estudo de patogenicidade de E. coli, evitando o uso de animais de experimento. Além
disso, a utilizagdo de microscopia eletronica de varredura tém sido uma importante
ferramenta na identificacdo de padrdoes de adesdo e invasdo celular por E. coli

(MARTINEZ et al., 2000; VALIATTI et al., 2020).
2.1.2  Escherichia coli uropatogénicas

O patotipo UPEC pertence ao grupo de EXPEC e sdo responsaveis por infec¢des

do sistema urinario em animais € humanos, como cistites, pielonefrites, uretrites e
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prostatite (GYLES; FAIRBROTHER, 2010). Escherichia coli ¢ a espécie bacteriana mais
relacionada a infecg¢des urinarias (39 a 59% em felinos, 65 a 85% em humanos e em torno
de 50% dos casos em cdes) (FOXMAN, 2010; HALL et al., 2013; DORSCH et al., 2019).
Os mecanismos de patogenicidade de UPECs em caes e gatos ainda nao ¢ bem
estabelecido, no entanto a proximidade genética e epidemioldgica desses isolados com
isolados humanos sugere que os mecanismos utilizados sejam os mesmos. Devido a isso,
os isolados UPECs tém sido considerados zoonéticos (GYLES; FAIRBROTHER, 2010;
RIBEIRO et al., 2016).

Isolados UPEC estao presentes na microbiota intestinal e vaginal de animais de
companhia. Dessa forma, a colonizag@o da uretra e ascensdo para bexiga ocorre quando
o sistema imune do hospedeiro estd comprometido (por bactérias oportunistas) ou quando
o isolado de E. coli possui mecanismos de viruléncia que o caracterizem como UPEC. A
maioria dos isolados UPEC isolados de caes e gatos sdo pertencentes ao filo-grupo B2 de
Clermont (TRAMUTA et al., 2011; LIU et al., 2015). Quanto a classificagcdo de clones
epidemioldgicos de E. coli, a maioria dos isolados UPEC provenientes de caes pertencem
ao ST372 (LECUYER et al., 2018; GILBERTIE et al., 2020). Ja em felinos, um estudo
anterior demonstrou a maior prevaléncia de ST73 e ST83, além de relatarem 10 novos

tipos de ST ainda ndo descritos na literatura (LIU et al., 2015).

Escherichia coli uropatogénicas possuem uma gama de genes de viruléncia
especializados para colonizagdo do trato urinario. Genomicamente, esses genes estdo
agrupados em Ilhas de Patogenicidade (PAI). Essas ilhas facilitam a transcri¢ao de genes
de forma réapida e efetiva no momento da colonizagdo do sitio urinario, assim como a
transferéncia horizontal desse material genético (RIBEIRO et al., 2016). Dentre os
principais mecanismos de patogenicidade de UPEC estdo: a adesdo e invasdo celular,
toxicidade celular, captagdao de ferro do hospedeiro, formagdao de biofilme e evasdo do

sistema imune.

Isolados UPEC requerem adesdo ao uroepitélio como passo inicial no
desenvolvimento da infec¢do, visto que o fluxo urinério rapidamente debela as bactérias
invasoras da bexiga. Para isso, a interacdo de adesinas aos receptores de células
eucaridticas ¢ imprescindivel. Uma ampla quantidade de adesinas e fimbrias sdo
utilizadas por UPECs para a efetiva adesdo. Dentre elas, as mais utilizadas sao as fimbrias

do tipo 1, fimbria P, fimbria S e adesinas Dr/Afa. (RIBEIRO et al., 2016).
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As fimbrias do tipo 1, compostas pelas subunidades fimA, fimF, fimG e fimH sao
as mais frequentes nos genomas de UPEC. Essas fimbrias t€m como receptor celular as
glicoproteinas uroplaquinas do epitélio da bexiga, facilitando a primeira ancoragem
bacteriana a esse epitélio e também a formacao de biofilme (RIBEIRO et al., 2016). A
auséncia dos genes fim reduz drasticamente a capacidade de colonizagdo de E. coli no

sistema urinario (CONNELL et al., 1996; BAHRANI-MOUGEOT et al., 2002).

As fimbrias P (compostas pelas subunidades PapA, PapG, PapE, PapF e PapG)
também sdo frequentemente encontradas nos genomas de UPEC e estdo relacionadas a
pielonefrites em humanos (GYLES; FAIRBROTHER, 2010). A subunidade PapG possui
trés variantes distintas: GI (encontrada em E. coli isoladas de fezes), GII (encontrada em
E. coli isoladas de pielonefrite, principalmente em humanos) e GIII (frequentemente
encontradas em E. coli isoladas de cistite de caninos) (RIBEIRO et al., 2016). Além de
contribuirem na adesdo, as fimbrias P também auxiliam na produg¢dao de resposta

inflamatoria e evasdo do sistema imune do hospedeiro (JOHNSON et al., 2001).

Embora frequente em UPECs, pouco se sabe sobre a fungdo das fimbrias S em
infecgdes urindrias. A fimbria S ¢ composta pelas subunidades sfaA, sfaG, sfaH e sfaS
que realizam conexao com residuo de acido sialico expresso por receptores do uroepitélio
(RIBEIRO et al., 2016). A mesma fimbria tem sido descrita em E. coli causadoras de
meningites (NMEC) (HACKER et al., 1993).

Para sobreviver ao ataque do sistema imune do hospedeiro, os isolados UPECs
desenvolveram a capacidade de sobreviver em neutrdfilos e invadir células epiteliais.
Dois mecanismos sdo propostos para a invasao de bactérias a células ndo fagociticas, o
mecanismo em zipper € 0 mecanismo em frigger ou ‘“‘gatilho” (COSSART;
SANSONETTI, 2004; BRANNON et al., 2020). Ambos os mecanismos realizam o
rearranjo do citoesqueleto da célula epitelial, possibilitando o transporte da célula
bacteriana para o interior da célula eucaridtica. No mecanismo em zipper a adesdo
bacteriana proporciona a extensao da membrana eucariotica que lentamente envolve a
célula bacteriana levando a fagocitose passiva (SANSONETTI, 2004). J4 no mecanismo
trigger ou “gatilho”, a internalizagdo ¢ ativamente mediada pelos sistemas de secre¢ao do
tipo III e do tipo IV presente em isolados de E. coli (SANSONETTI, 2004). O mecanismo
do tipo zipper tem sido o mais associado a isolados UPEC na invasdo de células da bexiga

(MULVEY et al., 1998) e de células vaginais (BRANNON et al., 2020).
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Para a invasdao do uroepitélio, a expressao de fimbrias do tipo 1 e de adesinas
Dr/Afa parece ser fundamental. A por¢ao fimH da fimbria do tipo 1 se liga as integrinas
a3 e B1 da superficie celular, resultando em modifica¢des do citoesqueleto eucariodtico e
posteriormente o englobamento bacteriano na forma de zipper (MARTINEZ et al., 2000).
Ja as adesinas adesinas Dr/Afa parecem interagir com as integrinas DAF e a5B1, que
envolvem a célula bacteriana facilitando a entrada na célula do hospedeiro também pelo

mecanismo em zipper (SELVARANGAN et al., 2000; GUIGNOT et al., 2001).

Apds a invasdo, as células bacterinas se mantém em vacuolos intracelulares,
possibilitando a cronicidade das cistites, denominadas cistites complicadas. Nesse estagio
de infeccdo, as bactérias podem permanecer dormentes por longos periodos antes de
retornar a se multiplicar e gerar novos ciclos de infec¢cdes (WILES et al., 2008). A
sobrevivéncia intracelular bacteriana depende da aquisicdo externa de ferro do
hospedeiro, realizada por sistemas de captagdo de ferro. Quatro sistemas de captacao de
ferro por siderofaros (salmochelina, enterobactina, aerobactina e yersiniabactina) ja

foram identificados em isolados UPEC (WILES et al., 2008).

As lesdes ao epitélio visualizadas em caso de cistite sdo resultado de resposta
inflamatoria mediada por neutroéfilos e por toxinas de UPECs (GYLES; FAIRBROTHER,
2010). A hemolisina alfa (HlyA) e a toxina CNF (citotoxy necrotizing factor) sao as
principais toxinas utilizadas por UPECs. A hemolisina alfa (HlyA), além de causar
hemorragias, forma poros nas células-alvo, causando apoptose e descamagdao do
uroepitélio durante as infec¢des urinarias (SMITH et al. 2008). Ja as toxinas CNF estao
vinculadas a dano epitelial, hemolise e inibi¢do de fagocitose por células
polimorfonucleares (GYLES; FAIRBROTHER, 2010). As toxinas Vat (vacuolating
autotransporter toxin) e Sat (secreted autotransporter toxin) também sio encontradas em

UPECs e causam efeito citotdxico.
2.1.3 Escherichia coli endometriais patogénicas

Cepas de E. coli que possuem capacidade de colonizar e causar infecgdes uterinas
em animais € humanos sdo denominadas E. coli endometriais patogénicas (EnPEC).
Escherichia coli é a espécie bacteriana mais relacionada a infecgdes uterinas em animais
domésticos (30% das endometrites em éguas, 30% das infec¢des uterinas em bovinos,
65% a 90% das piometras em caes, 70% das piometras em felinos, e de 10 a 20% de

endometrites cronicas em humanos (DEL VECCHIO et al., 1994; FRANSSON et al.,
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1997; CICINELLI et al., 2008; BICALHO et al., 2010; GYLES; FAIRBROTHER, 2010;
DAVIS et al., 2013; KITAYA et al., 2017; LOPES et al., 2021; NOCERA et al., 2021;
HAGMAN, 2022).

Assim como outras EXPECs, as cepas EnPEC s3o habitantes da microbiota
intestinal e vaginal de animais de companhia (PRADERIO et al., 2019) e podem ascender
para o interior do utero durante a fase de abertura da cérvix (estro). Nessa fase, o ambiente
endometrial ¢ favoravel para a multiplicagdo bacteriana e o desenvolvimento de piometra
se torna muito frequente em cadelas e gatas (WATTS et al., 1996). Isolados EnPECs de
piometra canina tém sido filogeneticamente classificados dentro do filogrupo B2
(MATEUS et al., 2013; LOPES et al., 2020). Xavier et al. (2022) demonstraram que a
frequéncia de isolados pertencentes ao filogrupo B2 ¢ maior nas fezes de animais com
piometra causada por E. coli comparado com amostras de fezes de animais com piometra

causada por outros patdégenos (maior frequéncia de isolados do filogrupo B1).

Pouco se sabe sobre clones epidemiologicos relacionados a quadros de piometra,
no entanto um estudo anterior demonstrou que um isolado de E. coli recuperado de
piometra canina foi classificado como ST131, um clone pandémico multirresistente
frequentemente associado a infec¢des urinarias e bacteremias (LOPES et al., 2020). Uma
analise filogenética realizada com um dos genes housekeeping (gyrB) demonstrou que
isolados E. coli de piometra canina se distribuem entre isolados extraintestinais
patogénicos (sua maioria) e intestinais patogénicos (minoria), reforcando a possibilidade
de ascensdo intestinal e especializacdo dos isolados EnPEC em colonizar um sitio
extraintestinal (LOPES et al., 2020). Além disso, a distribuicao de genes de viruléncia e
classificagdo em filogrupos demonstrou que isolados EnPEC ndo possuem o mesmo perfil

genético entre si (LOPES et al., 2020).

Devido a proximidade genética e de sitio de colonizacdo, a patogenicidade de
isolados EnPEC tem sido comparada a de UPECs. De fato, fatores de viruléncia
correlacionados a UPECs tém sido encontrados em isolados EnPEC provenientes de
piometra de animais de companhia. Dentre os genes de viruléncia j& identificados em
EnPECs estdo os codificantes para: i) fimbrias, como fim, pap, sfa, iha e f17; ii)
citotoxinas, como cnfl, hlyA, hlyE, cdtA, artA e shiA4; e iii) sistemas de captacao de ferro
(aerobactina, enterobactina, salmochelina e yersiniabactina); iv) formacao de biofilme

(bssS, bssR, e hmsP); v) bacteriocinas (usp, cdid); e vi) sobrevivéncia no soro (iss, traT)
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(CHEN et al., 2003; 16 COGGAN et al., 2008; SIQUEIRA e al., 2009; MATEUS et al.,
2013; MALUTA et al., 2014; LOPES et al., 2021, MELO et al., 2022; XAVIER et al.,
2022).

A adesdo ao tecido endometrial ¢ o primeiro mecanismo utilizado por E. coli para
causar piometra. A ligacdo a receptores endometriais ¢ facilitada pelo efeito da
progesterona nas fases de metaestro e diestro (SANDHOLM et al., 1975). Estudos
anteriores demonstram que as fimbrias do tipo 1 sdo as mais prevalentes em EnPECs
(CHEN et al., 2003; MATEUS et al., 2013; MALUTA et al., 2014; LOPES et al., 2020).
Além disso, a auséncia de fimH ¢ responsavel por reduzir significativamente a adesdo de
E. coli no endométrio canino (KREKELER et al., 2012). No entanto, um segundo estudo
do mesmo autor, demonstrou ser necessaria a auséncia de trés operons (fim, pap e sfa)
para reduzir a adesdo de EnPEC ao endométrio canino (KREKELER et al., 2013). Os
genes pap tém sido identificadas em 30 a 95% dos isolados EnPEC de piometra, enquanto
a frequéncia de sfa varia de 35 a 71% dos isolados (CHEN et al., 2003; COGGAN et al.,
2008; SIQUEIRA et al., 2009; MATEUS et al., 2013; MALUTA et al., 2014; LOPES et
al., 2020).

A capacidade de adesdo e invasdo de EnPECs ao endométrio uterino de cadelas
pode ser evidenciado através de técnicas de hibridizagcdo fluorescente in situ (FISH)
(FTIAMENGO et al., 2020) e imunohistoquimica (LOPES ef al., 2021). Quantificacdes
anteriores demonstraram que a adesdo de dois isolados EnPECs em células endometriais
de cadelas variou de 3 a 5%, enquanto a invasdo foi considerada baixa (0,1 a 0,2%)
(HENRIQUES et al., 2016). Ja a capacidade de formagdao de biofilme de E. coli no
ambiente uterino parece ser importante no desenvolvimento da piometra, visto que
EnPECs foram habeis na formagao de biofilme em ensaios in vivo e in vitro (FIAMENGO

et al.,2020; LOPES et al., 2021).

Estudos histopatologicos anteriores demonstraram que infec¢des por E. coli estdo
relacionadas as lesdes endometriais mais severas em casos de piometra (LOPES et al.,
2021). Infecgdes por E. coli estdo relacionadas a hiperplasia ou atrofia endometrial cistica,
espessamento da parede uterina, aumento e diminui¢do das vilosidades glandulares e
alteragdes celulares, como expansdo de mitocondria e lisossomos e dilatagdo de reticulo
endoplasmatico (FIAMENGO et al., 2020; QIAN et al., 2020). A producao de toxinas

citotoxicas por E. coli permite a lesdo ao tecido alvo e maior extensdo da infec¢do no
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utero. Dentre elas, a producgao de alfa hemolisina (HlyA) por essa espécie bacteriana causa
maior dano as células do epitélio e estroma endometrial canino (HENRIQUES et al.,
2016). Além dessa, outras toxinas parecem auxiliar no dano tecidual durante os quadros
de piometra, como CNF1 (identificado em 40 a 68% de isolados EnPECs), ArtA (40%
dos isolados) e CDT (26,7% dos isolados) (CHEN et al., 2003; COGGAN et al., 2008;
SIQUEIRA et al., 2009; MATEUS et al., 2013; LOPES et al., 2020).

2.2 Piometra em animais de companhia

A piometra ¢ a enfermidade reprodutiva mais comum em fémeas de animais de
companhia e ocorre principalmente em paises em que a castragdo eletiva de cadelas e
gatas ndo ¢ uma pratica tdo frequente (HAGMAN, 2022). Embora ndo se conhega a
frequéncia de piometra em cadelas e gatas no Brasil, na Suécia 20% das cadelas com mais
de 10 anos (JITPEAN et al., 2012) e 2,2% das gatas com mais de 13 anos (HAGMAN et
al., 2014) foram diagnosticadas com piometra em estudos de incidéncia. A idade média
dos animais acometidos foi de sete anos em cadelas, com maior chance de ocorréncia a
partir dos 10 anos (JITPEAN et al., 2012) e de seis anos em gatas, com maior chance a
partir dos 13 anos (HAGMAN et al., 2014). O desenvolvimento de piometra em gatas ¢
menos comum do que em cadelas, no entanto a mortalidade em felinos (5,7%)
(HAGMAN et al., 2014), comparada com caninos (3-4%) (EGENVALL et al., 2001), ¢

maior por conta da menor expressao de sinais clinicos em felinos.

A patogenia da piometra é complexa e envolve fatores hormonais e o potencial
patogénico das bactérias envolvidas (HAGMAN, 2022). A enfermidade ¢ resultado de
uma infec¢do bacteriana que leva a inflamacao e acumulo de contetido purulento
intrauterino (FELDMAN, 2014). Durante a fase de estro a abertura da cérvix possibilita
a ascensdo de bactérias ao corpo uterino (HAGMAN; KUHN, 2002). Logo ap6s, durante
a fase de metaestro, ocorre a maxima produgado de progesterona pelo corpo liteo ovariano.
A progesterona estimula o fechamento do cérvix uterina, aumento da atividade secretora
das glandulas endometriais e diminui¢cdo da atividade de contragdo do miométrio e da
atividade leucocitaria local (NELSON; COUTO, 2001). Esses mecanismos, utilizados
para a implantag¢do dos possiveis embrides a parede uterina, também sdo favoraveis para
a multiplicagdo bacteriana e por isso o desenvolvimento de piometra estd fortemente

relacionado a agio da progesterona no utero (HAGMAN; KUHN, 2002).



24

Em fémeas felinas, o mecanismo de desenvolvimento de piometra ¢ similar. Apds
a ovulagdo (induzida ou espontanea), a producao de progesterona aumenta durante a fase
de diestro, aumentando as chances de infec¢do bacteriana. Por esse motivo, os sinais
clinicos podem ser evidenciados em quatro semanas apds o inicio do ultimo estro
(HOLLINSHEAD; KREKELER, 2016). Embora o desenvolvimento de Hiperplasia
Endometrial Cistica (HEC) possa predispor a implantacdo de infec¢@o uterina secundaria
em cadelas e gatas, a piometra pode ocorrer sesm HEC (DE BOSSCHERE et al., 2001,
FRANSSON et al., 2003; SANTANA et al., 2020). Além disso, estudos ja demonstraram
que ha diferenca de expressao de receptores de estrogénio e progesterona em casos de
HEC e piometra, sugerindo que nao ha associacdo obrigatoria entre as duas enfermidades
(DE BOSSCHERE et al., 2002). Por esses motivos, o uso do termo, anteriormente
proposto, complexo hiperplasia endometrial cistica-piometra, esta sendo questionado

(SANTANA et al., 2020).

Tendo em vista o ciclo estral de fémeas de animais de companhia e os fatores
predisponentes para o desenvolvimento da piometra, a incidéncia dessa enfermidade em
caes e felinos ¢ maior na fase de metaestro e diestro, fases posteriores ao estro
(TSUMAGARI et al., 2005). Também ocorre maior incidéncia em fémeas nuliparas
comparado com fémeas multiparas, visto que ha maior risco de piometra em ciclos que
ndo encerram com prenhés (HOLLINSHEAD; KREKELER, 2016). A utilizacdo de
terapias hormonais (progesterona exdgena) com a finalidade de anticoncepcao em
animais de companhia ¢ também um importante fator de risco para o desenvolvimento de
piometra (FELDMAN, 2014). Ademais, técnicas de ovariosalpingohisterectomia (OSH)
erroneamente executadas, podem gerar piometra de coto, na qual a patologia ocorre por

remanescéncia de tecido uterino e/ou ovariano (FELDMAN, 2014).

Anadlises recentes demonstraram que a microbiota uterina de animais com
piometra ¢ predominada pelo filo Firmicutes e ¢ menos diversa do que em animais
saudaveis (ZHENG et al., 2022). Escherichia coli é o agente bacteriano mais
frequentemente isolado de piometra em animais de companhia e a presenca desse micro-
organismo ¢ associada a quadros de piometra sistémicos e lesdes endometriais severas
(MATEUS et al., 2013; LOPES et al., 2021). Outros géneros bacterianos também podem
estar envolvidos na infeccdo, tais como Bacillus sp., Enterobacter sp., Enterococcus sp.,
Streptococcus sp., Staphylococcus sp., Pseudomonas sp., Proteus sp., Nocardia sp.,

Pasteurella sp. e Klebsiella sp. (HAGMAN, 2022). Na maioria dos casos, uma Unica
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espécie bacteriana ¢ isolada de casos de piometra, no entanto infecgdes mistas podem
ocorrer (LOPES et al., 2021). Em casos de infec¢do unica por E. coli, apenas um clone ¢

responsavel pela infecgio (HAGMAN; KUHN, 2002; MELO et al., 2022).

A piometra pode ser classificada como aberta ou fechada, dependendo da abertura
da cérvix. Em casos em que a cérvix se encontra aberta, a descarga de exsudato vaginal ¢
observada (PRESTES et al., 1991). Os sinais clinicos de piometra ndo sao especificos,
sendo letargia e anorexia os sinais mais comuns tanto em cadelas quanto em gatas
(HAGMAN et al.,2006; HOLLINSHEAD; KREKELER, 2016). Além desses, os animais
podem apresentar vomito, perda de peso e descarga vaginal purulenta em casos em que a
cérvix se encontra aberta (HOLLINSHEAD; KREKELER, 2016). Caes podem ainda
apresentar poliuria e polidipsia quando hd comprometimento renal, o que ndo ¢ comum
em felinos (HOLLINSHEAD; KREKELER, 2016). Ao exame clinico, os animais podem
apresentar distensdo abdominal, desidratagdao e febre (HOLLINSHEAD; KREKELER,
2016).

O diagnostico preliminar de piometra ¢ baseado em historico, sinais clinicos,
achados de exame fisico, andlise hematologica e bioquimica de sangue, ultrassonografia
e/ou radiografia de abdomen (HAGMAN, 2022). A ultrassonografia abdominal é uma
importante ferramenta no diagnéstico de piometra (HOLLINSHEAD; KREKELER,
2016). Nesse exame, podem ser observados espessamento da parede uterina com presenca
de alteracdes cisticas, distensdo dos cornos uterinos e presenga de fluido hipoecoico a
hiperecoico no limen uterino (HOLLINSHEAD; KREKELER, 2016). A confirmagao do
diagnostico ¢ realizada pela anélise patoldgica macro e microscopica do tecido uterino
associada ao cultivo bacteriano do conteudo purulento uterino (HAGMAN, 2022).
Diagnosticos diferenciais de piometra devem levar em consideragao o acimulo de liquido
intrauterino sem infec¢do bacteriana, como a mucometra, hidrometra ¢ hemometra

(HAGMAN, 2022).

A técnica de OSH ¢ a alternativa mais preconizada no tratamento de piometra
(FELDMAN, 2014; LYLE, 2015), visto que a retirada do utero exclui o foco infeccioso,
evitando quadros de endotoxemia, sepse e recidivas (HAGMAN, 2022). Antes da técnica
cirurgica, no entanto, ¢ preciso estabilizar o paciente com a utilizacdo de fluidoterapia
intravenosa. Além disso, o inicio da antibioticoterapia intravenosa pré-cirurgica ¢

indicada em quadros moderados a graves de piometra, preconizando-se a utiliza¢ao inicial
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de antimicrobianos efetivos para infec¢des por E. coli, o qual deve ser ajustado assim que
a cultura e antibiograma estiverem disponiveis no poés-cirargico (HAGMAN, 2022;

HOLLINSHEAD; KREKELER, 2016).

O tratamento unicamente medicamentoso deve ser realizado apenas em animais
jovens e saudaveis, ou em casos cuja anestesia gere risco de vida ao paciente (HAGMAN,
2022). No entanto, efeitos adversos podem ocorrer durante o tratamento medicamentoso,
como endotoxemia e sepse (HAGMAN, 2022). Apds a estabilizacdo do paciente, as
estratégias de tratamento visam bloquear os efeitos da progesterona no utero e eliminagao
bacteriana, através da utilizagao de prostagladina F2a (PGF2a), agonistas da dopamina,
bloqueadores de receptores de progesterona e antibioticoterapia (HOLLINSHEAD;
KREKELER, 2016; HAGMAN, 2022).

A piometra pode gerar complicagdes sistémicas, que levam ao risco de morte de
caninos ¢ felinos. O desenvolvimento de Sindrome de Resposta Inflamatéria Sistémica
(SRIS) ou septicemia, ocorre quando as bactérias conseguem alcancar a corrente
sanguinea, levando a liberacdo de mediadores inflamatérios sistemicamente que
culminam com choque séptico (FRANSON; RAGLE, 2003). A SIRS ¢ detectada em mais
de 50% dos casos de piometra causada por E. coli (KARLSSON et al., 2012). Ja a
endotoxemia ocorre quando ha liberacao de lipopolissacarideos (LPS) da parede celular
de bactérias Gram-negativas na corrente sanguinea (CRUTCHLEY et al., 1967). As
endotoxinas LPS sdo liberadas quando hd morte ou crescimento exacerbado de Gram-
negativas no utero. Ao chegarem na circulagdo, sdo rapidamente ligadas a anticorpos,
formando imunocomplexos que levam a faléncia renal, depressdao cardiovascular e
colapso (FRASSON; RAGLE, 2003). Além disso, a piometra também esta relacionada
ao aumento de resisténcia a insulina em cadelas, aumentando as chances de
desenvolvimento de diabetes mellitus durante a infec¢io uterina (POPPL et al., 2009;

POPPL et al., 2021).

O prognostico do paciente, utilizando-se técnica cirurgica para remocao uterina ¢
bom e a taxa de mortalidade ¢ relativamente baixa (3-20%) (HAGMAN, 2022); no
entanto, se complicagdes como ruptura uterina e desenvolvimento de SRIS ocorrerem, a
taxa de mortalidade se torna alta (HAGMAN, 2022). As complicagdes mais comumente
desenvolvidas apds OSH sdo: peritonite, infecgdes de trato urinério, infecgoes de pele,

uveite e arritmia cardiaca (JITPEAN ef al., 2014). J4 o prognostico de tratamento
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medicamentoso € considerado de reservado a bom, com a possibilidade de recidivas de 0
a 85% dos casos em cdes e 0 a 14% em felinos. Como forma de prevencdo da piometra,
a OSH eletiva ¢ um importante manejo em fémeas nao reprodutoras, visto que evita, além
da piometra, varias doencas uterinas e ovarianas (HAGMAN, 2022). J4 o uso de
estrogenos e progestagenos devem ser evitados por aumentarem as chances de

desenvolvimento dessa e outras enfermidades.
2.3 Cistite bacteriana em animais de companhia

As infecgdes bacterianas do trato urindrio inferior sao muito frequentes em
animais ¢ humanos. Estima-se que de 5 a 17% dos caes ¢ 0,1 a 1% dos felinos passam
por infec¢do urinaria durante a sua vida (KOGIKA; WAKI, 2014; LING, 2004). Em caes,
a maior frequéncia das infecgdes ocorre em fémeas entre seis e 10 anos de idade (CHEW,
2011). As fémeas costumam ser mais afetadas devido ao menor tamanho da uretra e maior
proximidade com a regido anal do que os machos, o que facilita a ascensdo bacteriana
pela uretra (KOGIKA; WAKI, 2014). Também ¢ descrito que a possibilidade de infec¢ao
urindria aumenta em cadelas castradas (LLIDO et al., 2020). J4 em felinos, as infecgdes
urinarias ndo sao tao frequentes quanto em caninos devido a maior concentragao urinaria
nessa espécie animal (KOGIKA; WAKI, 2014). Os felinos mais acometidos sdo fémeas
castradas com mais de 10 anos (LEKCHAROENSUK, 2001). No entanto, machos que
passaram por desobstrucdo uretral por sondagem, pratica frequente na clinica médica,

possuem elevadas chances de adquirir infec¢@o do trato urinério inferior (LING, 2004)

Tanto em caninos quanto em felinos, a incontinéncia urindria, o incompleto
esvaziamento da bexiga, a presenca de urdlitos ou tumores, obstrucdo uretral, e a
imunossupressao sao alguns dos fatores predisponentes de infe¢des urinarias (ACIERNO;
SENIOR, 2011; BYRON, 2019). Além disso, todas as afec¢des que resultam em
isostentiria  (como doenca renal cronica, diabetes, hipertireoidismo e
hiperadrenocorticismo) ou glicosuria (diabetes) predispdem os animais as infecgdes de
trato urinario por diminuirem a concentragdo da urina (NELSON; COUTO, 2015).
Infeccdes uterinas, como a piometra, também sdo importantes causas de desenvolvimento

de cistite (CIANCIOLO; MOHR, 2016).

Agentes bacterianos aerobios sdo os mais comumente envolvidos em quadros de
infeccdo do trato urindrio inferior. Quando o hospedeiro ¢ imunocompetente, a

necessidade de mecanismos de viruléncia bacteriana ¢ maior, sendo possivel a
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colonizagdo apenas por espécies bacterianas especializadas. J4 quando o animal € ou esta
imunossuprimido, bactérias oportunistas podem colonizar a bexiga. Na maioria das
infeccdes, uma tUnica espécie bacteriana ¢ responsavel pela cistite (LING, 2004). As
células bacterianas podem estar em trés formas na bexiga urinaria: no estado planctonico
(livres na urina); na forma de biofilme bacteriano; ou entdo em estado dormente

(intracelulares) (BYRON, 2019).

Escherichia coli é a espécie bacteriana mais frequentemente isolada em casos de
cistites animais. Essa espécie bacteriana costuma formar biofilmes bacterianos e realizar
a invasdo celular na bexiga urindria, permitindo maior adesdo e resisténcia a
antimicrobianos. Além dessa espécie, também sao frequentemente isolados de caso de
cistite:  Staphylococcus spp. ¢ Proteus spp., Streptococcus spp., Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Pseudomonas spp. € Mycoplasma spp. (LING, 2004; ACIERNO;
SENIOR, 2011; NEWMAN, 2013; SERAKIDES; SILVA, 2016). Raramente agentes
fingicos podem estar associados a infecgdes urindrias e quando presentes sdo secundarios

a infecg¢des bacterianas (NEWMAN, 2013).

A cistite tem inicio quando a viruléncia bacteriana ¢ capaz de ultrapassar os varios
mecanismos de defesa urindrios e conseguem aderir, colonizar e até invadir a mucosa da
bexiga (NEWMAN, 2013). Ao chegar na lamina propria, as bactérias causam lesdo
vascular e inflamacdo, podendo gerar cistite aguda (NEWMAN, 2013; SERAKIDES;
SILVA, 2016). Histologicamente, a cistite aguda se caracteriza por descamacao epitelial,
edema de lamina prépria, acompanhado por células bacterianas na superficie do epitélio
e infiltrado inflamatério neutrofilico (NEWMAN, 2013). Infec¢des cronicas podem se
desenvolver em animais imunossuprimidos ou ndo tratados, ou ainda depois de

tratamentos ndo eficientes.

Dentre os sinais clinicos de cistite, os mais comuns sdo polaciuria, distria,
estranguria, hematuaria, mic¢do em locais incomuns e urina turva ou fétida (NELSON;
COUTO, 2015; TILLEY; JUNIOR, 2015). Ao exame fisico, muitos pacientes podem nao
apresentar anormalidades fisicas. No entanto, em alguns casos de infec¢do aguda, pode-
se perceber sensibilidade a palpacdo na regido da bexiga e uretra. J& em infecgdes
cronicas, a bexiga pode estar espessada e se demonstrar firme a palpacdo (TILLEY;
JUNIOR, 2015). Em 80% dos casos de infec¢do de trato urindrio inferior em caes, ndo ha

evidéncias de sinais clinicos (LING, 2004).
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O diagnéstico ouro de infec¢do urindria ¢ a urocultura seguida por identificagao
bacteriana e teste de susceptibilidade a antimicrobianos (NELSON; COUTO, 2015). Para
ser considerada clinicamente relevante, a contagem bacteriana na urina de caes deve
exceder ou ser igual a 10> UFC/mL em urinas coletadas por cistocentese ¢ 10° UFC/mL
em urinas coletadas por mic¢ao espontanea ou cateterizacao (LING, 2004; NELSON;
COUTO, 2015). As amostras de urina devem ser enviadas ao laboratério o mais rapido
possivel, visto que a contagem bacteriana pode aumentar ou diminuir com o tempo de
espera entre coleta e processamento laboratorial (LING, 2004). O teste de
susceptibilidade bacteriana a antimicrobianos preconizado € o de Concentragdo Inibitoria
Minima (MIC no inglés) e os antimicrobianos testados devem ser aqueles que atinjam
concentragdo efetiva na urina. A urinalise completa também ¢ essencial para informagdes
relevantes sobre doengas associadas e nivel de inflamagao do trato urinario (BYRON,
2019). As formas de coleta de urina preconizadas em caninos ¢ felinos para ambas as
analises (microbioldgica e qualitativa) s3o a cistocentese ¢ a cateteriza¢ao por reduzirem
as chances de contaminacdo da amostra durante sua coleta (LING, 2004; ACIERNO;
SENIOR, 2011).

O tratamento realizado para infec¢des de trato urinario inferior compreende o uso
de antimicrobianos e terapia de suporte quando necessario. O antibiotico de escolha deve
possuir elevada concentra¢do na urina e ter sido eficaz para a bactéria isolada no teste de
susceptibilidade antimicrobiana (LING, 2004). Para verificar a eficacia do tratamento,
uma nova coleta de urina pode ser feita entre o 7° e 10° dia de tratamento para nova

urocultura (LING, 2004).

O prognostico do paciente com cistite apds o tratamento correto € favoravel. No
entanto, algumas complicagdes ndo sdo pouco comuns em infec¢des urinarias. Dentre
elas, a persisténcia da infeccao pode demonstrar erro na escolha ou na administragdo do
antimicrobiano. Outra forma comum ¢ a cistite reincidente, quando se verifica novo
crescimento bacteriano da mesma espécie entre uma e duas semanas apds o término da
antibioticoterapia (KOGIKA; WAKI, 2014). Nesse caso o quadro pode se estabelecer
devido ao retorno da multiplicagdo bacteriana apds um periodo de dorméncia, de bactérias
intracelulares, dentro do epitélio urinario. As infec¢des recorrentes sdao aquelas que
ocorrem trés ou mais vezes em um intervalo de um ano. Ja as reinfecgdes sdo quadros em

que uma espécie bacteriana diferente ¢ isolada da urina do mesmo paciente em até 6 meses
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da resolucdo da primeira infec¢do, comum em animais que possuem fatores

predisponentes para a infeccao (NELSON; COUTO, 2015).

2.4 Ocorréncia simultinea de piometra e cistite em animais e as relacées genéticas

entre E. coli Uropatogénicas e E. coli Endometriais Patogénicas

Frequentemente, fémeas de animais de companhia sofrem da ocorréncia
simultanea de piometra e cistite (GYLES; FAIRBROTHER, 2010). Um levantamento do
Laboratorio de Bacteriologia Veterinaria da UFRGS demonstrou que, de 77 animais de
companhia que apresentavam crescimento bacteriano proveniente de piometra, 28,5%
(22/77) apresentavam também cistite bacteriana (dados ndo publicados). Dentre esses
casos de infec¢do simultanea, 63,6% (14/22) apresentaram o crescimento da mesma
espécie bacteriana na amostra clinica de piometra e de urina, sendo que E. coli foi
identificada em 71,4% (10/14) das vezes (dados ndo publicados). Ou seja, infec¢des
simultaneas por E. coli foram identificada em 13% dos casos em que houve crescimento
bacteriano em amostras de piometra. Da mesma forma, um grupo de pesquisa de Minas
Gerais, identificou a frequéncia de 17% (6/35) de quadros de cistite e piometra
simultaneas por E. coli em 32 cdes cujas amostras de piometra apresentaram crescimento

bacteriano (MELO et al., 2022).

Poucos trabalhos foram realizados comparando fenotipicamente ou geneticamente
os isolados de E. coli provenientes de quadros de infeccdo simultdnea como citado acima.
O primeiro estudo comparativo (WADAS et al., 1997), realizou a comparagao bioquimica
entre os isolados bacterianos pela técnica de Biochemical fingerprinting, utilizando 24
testes bioquimicos distintos. Nesse estudo, E. coli foi responsavel por 88% (90/102) dos
crescimentos bacterianos de casos de piometra de caninos, dos quais 16 casos
apresentaram infec¢do simultdnea com crescimento de E. coli da urina dos pacientes.
Dentre os 16 casos de infec¢ao simultanea, os resultados bioquimicos demonstraram que
em 10 casos clinicos os isolados de E. coli eram idénticos ou muito similares. Além disso,
o trabalho demonstrou que isolados de piometra e de fezes do mesmo animal
apresentavam similaridade no perfil bioquimico, indicando uma possivel origem fecal dos

isolados (WADAS et al., 1997).

Com o advento das técnicas moleculares, as comparagdes entre EnPECs e UPECs
voltaram a ocorrer através do emprego de enzimas de restrigdo seguido por PFGE

(Pulsed-field Gel Electrophoresis) (HAGMAN; KUHN, 2002). Nesse trabalho, isolados
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de E. coli provenientes de infeccdes simultaneas de piometra e cistite de seis cadelas
foram comparados. Em todos os seis casos, os isolados UPEC e EnPEC demonstraram
perfil genético idéntico pela técnica de PFGE, considerando os mesmos como clones
genéticos. Ademais, o estudo demonstrou perfil genético distinto de E. coli advindas de
diferentes animais com piometra, sugerindo que diferentes clones epidemiologicos de E.
coli possuem capacidade de causar infec¢do uterina. Por fim, 0 mesmo estudo demonstrou
que, um mesmo clone de E. coli isolado de piometra ou urina pode demonstrar aspectos
distintos de col6nia (mucoide/nao mucoide ou coloragdes diferentes), sem que haja

alteracdo no perfil de fragmentagio genomica (HAGMAN; KUHN, 2002).

O trabalho mais recente comparando EnPECs e UPECs utilizou, por fim, a técnica
denominada Random Amplification of Polymorphic DNA PCR (RAPD-PCR) (MELO et
al., 2022). Essa técnica molecular ¢ muito proxima do PFGE, no entanto utiliza
fragmentos amplificados por primers de diversas regides genOmicas para comparar
isolados. Trinta e dois isolados de E. coli de origem uterina e urindria de 26 caes foram
comparados no estudo de MELO et al. (2022). Através do perfil de amplificagcdo
gendmico, quatro grupos distintos de isolados de E. coli foram identificados. Da mesma
forma que os trabalhos anteriores, UPEC e EnPECs isoladas de um mesmo animal foram
consideradas clones em cinco dos seis casos de infec¢do simultanea incluidos no estudo

(MELO et al., 2022).

Embora varias técnicas ja tenham sido empregadas na comparagao entre isolados
EnPEC e UPEC de animais de companhia, o sequenciamento gendmico total ainda ndo
foi utilizado nessa comparagdo. Vale ressaltar que a técnica de RAPD-PCR, assim como
PFGE, sao métodos em desuso atualmente, com importantes limitagdes, o que gera
possibilidade de interpretagdes erroneas. A técnica de sequenciamento completo,
juntamente a filogenia por MLST, tém sido capazes de identificar de forma mais acurada
a relacdo de clonabilidade entre isolados bacterianos. Além disso, a comparagdao da
capacidade de adesdo e invasdo bacteriana ao epitélio uterino e urindrio entre EnPECs e
UPECs pode trazer informacgdes relevantes para o entendimento da capacidade de E. coli

em colonizar ambos os 6rgdos a0 mesmo tempo.
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HIPOTESES CIENTIFICAS

- Se EnPEC e UPEC isoladas simultaneamente de animais de companhia sao clones
genéticos, entdo a caracterizacdo genética e patogénica de EnPEC se relaciona com

UPEC.

- Se EnPEC e UPEC isoladas simultaneamente de animais de companhia ndo sdo
genetica e filogeneticamente similares, entdo a caracterizagdo genética e virulenta de

EnPEC ¢ exclusiva, ndo havendo correlacdo com UPEC.

- Se isolados EnPEC e UPEC isolados do mesmo animal possuem mesma capacidade
de adesdo e invasdo celular, entdo ambos os patotipos podem igualmente gerar

infecc¢do uterina e urinaria em animais de companbhia.

- Se isolados EnPEC de animais de companhia possuirem maior capacidade de aderir
e invadir células endometriais do que isolados UPEC, entdo os isolados EnPEC

possuem especializagao virulenta em colonizar o endométrio.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo geral

Comparar isolados EnPEC e UPEC isolados simultaneamente de cadelas e gatas através

de andlises in silico (analises gendmicas) e in vitro (analises de patogenicidade).

4.2 Objetivos especificos

- Realizar o sequenciamento, montagem e anota¢do de genomas de E. coli isoladas
de piometra (EnPEC) e de cistite (UPEC) em animais de companhia.

- Analisar os genomas dos isolados de E. coli, verificando e comparando
caracteristicas gerais da estrutura desses genomas e potencial de patogenicidade.
- Analisar e comparar filogeneticamente isolados EnPEC e UPEC de um mesmo
animal.

- Analisar e comparar a relacdo filogenética dos genomas desse estudo com
patotipos patogénicos de E. coli extraintestinais € intestinais.

- Analisar e comparar o padrao e capacidade in vitro de adesdo e invasao desses

isolados em células eucarioticas.
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5 METODOLOGIA, RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste item sao apresentados a metodologia, os resultados obtidos e a discussao do
presente estudo, no formato de artigo cientifico.

A autora desta Dissertacdo teve participagdo absoluta em todas as etapas, desde a
concepgdo até a execucdo e interpretacdo dos experimentos, bem como escrita do
manuscrito, sob orientacao e supervisao da orientadora de mestrado. Para a execugao dos

experimentos houve também colaboragao direta ou indireta de outros pesquisadores.
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6 CONCLUSOES

- As andlises in vitro quantitativas e qualitativas realizadas nesse trabalho confirmam o
potencial de adesao de cepas EnPEC e UPEC em células HelLa e T24, reforcando o

potencial adaptativo desses patotipos na colonizagao do trato reprodutivo e urinario.

- Através de analises de genoma completo foi possivel confirmar a hipotese de correlagao
de clonabilidade genética entre cepas de E. coli isoladas de piometra e cistite de animais

de companbhia.

- Os resultados obtidos nesse trabalho auxiliam na compreensdo da patogenicidade e
correlagdes genéticas dos patotipos UPEC e EnPEC isolados simultaneamente de animais

de companbhia.
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7 PERSPECTIVAS

- Realizar ensaios com células de cultivo primario endometrial de animais de companhia,
verificando assim a adesao e invasao de E. coli no endométrio canino e felino.

- Desenvolver modelo em 3D de endométrio canino para ensaios de adesdo e invasao de
bactérias causadoras de piometra, auxiliando no entendimento do desenvolvimento dessa
enfermidade.
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