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CARACTERIZAÇÃO GÊNICA DE CEPAS DE ESCHERICHIA COLI CAUSADORAS DE 

ENDOMETRITE NAS ÉGUAS 

 

RESUMO 

 

O papel da Escherichia coli na patogenia da endometrite equina é em grande parte desconhecida. Sugere-se 

que a E. coli induz uma resposta inflamatória menos exsudativa e provoca uma maior lesão no tecido 

endometrial do que S. zooepidemicus. Além disso a infecções por E. coli são relatadas como as mais 

problemáticas a resolver. Dessa forma, a determinação de fatores de virulência da E. coli pode ser um ponto 

fundamental para caracterizar cepas que induzam uma maior resposta inflamatória e de que forma a   sua 

composição antigênica tenha um comportamento de autodefesa, tornando-a difícil de ser isolada e até mesmo 

eliminadas do ambiente uterino por mecanismos de defesas celulares. Dessa forma os objetivos do trabalho foi 

verificar a ocorrência de genes de virulência e toxicidade em isolados de E. coli. Comparar a frequência dos 

genes de virulência Stx1, Stx2, eaeA, ehxA, hlyA, iuc, ibeA, fimH, kpsmII em amostras de E. coli isoladas do 

útero, de fezes e da vulva; estabelecer relação entre a presença de E.coli, com a sintomatologia clínica e seus 

fatores de virulência 24 horas após infecção experimental em éguas. Além de verificar a produção de biofilme 

in vitro, e identificação dos filogrupos patogênicos e não patogênicos das E.coli isoladas. Dessa forma, em 

relação à porcentagem de presença de cada gene estudado: Stx1 (28,57%); Stx2 (57,14%); eaeA (14,28%); 

ehxA (14,28%); hlyA (28,57%); iuc (28,57%); ibeA (14,28%); fimH (85,71%); KpsMII (14,28%). cepa I - iuc; 

cepa II – stx2, hlyA e fimH; cepa III – stx2 e fimH; cepa IV – Stx1, eaeA, iuc e fimH; cepa V cepa Stx2, hlyA, 

ibeA, fimH, KpsMII; a cepa VI apresentou somente o gene fimH; e a cepa VII identificou os genes Stx1, Stx2, 

ehxA, fimH. Na formação de biofilme in vitro, a cepa VI teve leve produção de biofilme, e cepa V produção 

forte de biofilme, além de possuir maior número de genes do estudo (hlyA, Stx2, fimH, kpsmII, ibeA). Estas 

cepas isoladas foram inoculadas experimentalmente em 6 éguas diferentes, clinicamente normais com exame 

citológico e bacteriológicos negativos. Um dia após a infecção, foi realizado exame clínico do trato genital 

incluindo, ultrassonografia, citologia endometrial e bacteriologia. A endometrite causada pelas E.coli 

provocou citologia positiva e as éguas desenvolveram sinais clínicos vaginais de endometrite e líquido uterino. 

O gene do fator de virulência fimH foi o mais prevalente e o mais significativo, entre as E.coli na infecção 

intrauterina equina.No entanto, somente a cepa com presença do gene KpsMII, apresentou forte produção de 

biofilme. Na interpretação do grupo filogenico das amotras de E.coli estudadas, a maioria das cepas fazem 

parte do grupo A e B1, dessa forma, denominadas por cepas comensais. Os dados apresentados neste trabalho 

indicam que isolados de E.coli recuperados do útero de éguas apresentam ampla diversidade genética. Mesmo 

que a maioria das cepas de E.coli estudadas façam parte do grupo filogênico de comensais, éguas que não 

apresentaram presença de liquido , e crescimento bacteriano , não é indicativo de égua saudável, devido à 

presença de neutrófilos no exame citológico, o que pode ser devido a produção de biofilme dessas cepas. 

Palavras-chave: genes, biofilme;  virulência; filogrupos. 

 



 

 
 

 

GENETIC CHARACTERIZATION OF ESCHERICHIA COLIS TRAINS CAUSING ENDOMETRITIS 

IN MARES 

 

ABSTRACT 

 

The role of Escherichia coli in the pathogenesis of equine endometritis is largely unknown. It is suggested that 

E. coli induces a less exudative inflammatory response and causes greater damage to the endometrial tissue 

compared to Streptococcus zooepidemicus. Moreover, E. coli infections are reported as the most challenging 

to resolve. Therefore, determining the virulence factors of E. coli may be crucial to characterize strains that 

induce a greater inflammatory response and how their antigenic composition exhibits self-defense behavior, 

making them difficult to isolate and even eliminate from the uterine environment by cellular defense 

mechanisms. Thus, the objectives of the study were to verify the occurrence of virulence and toxicity genes in 

E. coli isolates, compare the frequency of virulence genes Stx1, Stx2, eaeA, ehxA, hlyA, iuc, ibeA, fimH, kpsmII 

in samples of E. coli isolated from the uterus, feces, and vulva, establish a relationship between the presence 

of E. coli, clinical symptoms, and their virulence factors 24 hours after experimental infection in mares. 

Additionally, the study aimed to assess biofilm production in vitro and identify the pathogenic and non-

pathogenic phylogroups of the isolated E. coli. The results showed the following percentages of gene presence: 

Stx1 (28.57%); Stx2 (57.14%); eaeA (14.28%); ehxA (14.28%); hlyA (28.57%); iuc (28.57%); ibeA (14.28%); 

fimH (85.71%); KpsMII (14.28%). Strain I - iuc; Strain II – stx2, hlyA, and fimH; Strain III – stx2 and fimH; 

Strain IV – Stx1, eaeA, iuc, and fimH; Strain V – Stx2, hlyA, ibeA, fimH, KpsMII; Strain VI presented only the 

fimH gene; and Strain VII identified the genes Stx1, Stx2, ehxA, fimH. In in vitro biofilm formation, Strain VI 

showed slight biofilm production, and Strain V exhibited strong biofilm production, in addition to having the 

highest number of genes studied (hlyA, Stx2, fimH, kpsmII, ibeA). These isolated strains were experimentally 

inoculated into 6 different mares, which were clinically normal with negative cytological and bacteriological 

exams. One day after infection, a clinical examination of the genital tract, including ultrasonography, 

endometrial cytology, and bacteriology, was performed. Endometritis caused by E. coli resulted in positive 

cytology, and the mares developed clinical signs of vaginal endometritis and uterine fluid. The fimH virulence 

factor gene was the most prevalent and significant among E. coli in equine intrauterine infection. However, 

only the strain with the KpsMII gene showed strong biofilm production. In the interpretation of the 

phylogenetic group of the E. coli samples studied, most belong to groups A and B1, thus classified as 

commensal strains. The data presented in this work indicate that E. coli isolates recovered from the uterus of 

mares exhibit a wide genetic diversity. Even though most of the strains studied belong to the commensal 

phylogenetic group, mares without fluid presence or bacterial growth are not necessarily healthy, due to the 

presence of neutrophils in the cytological exam, which may be due to biofilm production by these strains. 

Keywords: genes; biofilm, virulence; phylogroups. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os investimentos em pesquisa com equinos estão relacionados às perspectivas dos 

segmentos da indústria equina. As pesquisas podem ser discriminadas como sendo em produção 

e manejo, genética e melhoramento, nutrição e alimentação, reprodução, medicina e cirurgia, 

doenças, sanidade e defesa sanitária (Almeida,2010). 

A endometrite tem sido apontada como a maior causa de infertilidade nas éguas (Brinsko 

et al., 2011). As endometrites bacterianas são consideradas como das maiores causas de 

infertilidade na espécie eqüina (Hughes; Loy, 1975). A contaminação do trato genital da égua 

pode ocorrer em três situações: monta natural, exame ginecológico, ou parto (Ricketts; 

Macintos, 1987; Castilho, 1994). 

Os patógenos causadores dessa infecção uterina são introduzidos nos órgãos 

reprodutivos mais frequentemente logo após o parto, quando colo uterino aberto permite que os 

microrganismos passem da vagina para o útero; assim como, os líquidos retidos (líquido 

amniótico, porções da placenta) são um substrato adequado para a multiplicação de patógenos; 

e durante o estro, quando o útero pode estar contaminado com esmegma durante a monta natural 

(Benko, 2015). 

Problemas anatômicos assim como fisiológicos da égua podem também favorecer o 

aparecimento de patógenos e seu crescimento intrauterino, como a contração miometrial 

comprometida e sua atividade reduzida levando ao acú- mulo de líquido intrauterino e, 

juntamente com a opsonização disfuncional, re- sultará em falha da fagocitose de patógenos. De 

acordo com Christoffesen (2012) parecem ser os principais contribuintes para a suscetibilidade 

à en- dometrite persistente. 

Éguas de baixa resistência a inflamações persistentes tendem a ter a se- guintes bactérias mais 

comumente isoladas do útero: a Streptococcus β-hemolí- tico (Streptococcus equi ssp. zooepidemicus), 

Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae (LeBlanc, 2007). 

Dentre dessas bactérias citadas, a Escherichia coli foi considerada, por muito tempo, um 

microrganismo não-patogênico, no entanto com o passar do tempo, alguns sorogrupos 

começaram a ser associados a diversas patologias no homem e em animais. A patogenicidade 

das cepas de E.coli está relacionada com a cumulatividade dos mecanismos de virulência e que 

podem ser multifatoriais (Rocha, 2008). Portanto, algumas cepas de E. coli possuem fatores de 

virulência variados que lhes conferem a habilidade de colonizar novos sítios e causar um amplo 

espectro de doenças intestinais e extra intestinais. (Croxen, 2010; Nunes, 2016) 

A determinação de fatores de virulência das E. coli pode ser um ponto fun- damental para 

caracterizar cepas que induzam uma maior resposta inflamatória e que de acordo com sua 
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composição antigênica capsular, flagelar ou somática tenham um comportamento de autodefesa, 

tornando-as difíceis de serem isola- das e até mesmo eliminadas do ambiente uterino por 

mecanismos de defesas celulares. A partir desta caracterização, poder-se-iam determinar, 

inclusive, tra- tamentos mais eficazes para a endometrite causada por Escherichia coli 

(Camozatto, 2014). 

As características genéticas e fenotípicas da E. coli isolados de útero que estão 

relacionados com o estabelecimento de endometrite em éguas é amplamente desconhecida. A 

alta variabilidade de microrganismos observados na literatura, bem como a alta resistência a 

antibióticos, reforçam a ideia de que tratamentos “cegos” para endometrite equina devem ser 

evitados. A busca detécnicas mais eficazes no diagnóstico contribui para uma melhor saúde 

reprodutiva das éguas e reduz as perdas financeiras para a indústria da criação de cavalos. 

Dessa forma os objetivos do trabalho foi verificar a ocorrência de genes de virulência e 

toxicidade em isolados de E. coli. Comparar a frequência dos genes de virulência Stx1, Stx2, 

eaeA, ehxA, hlyA, iuc, ibeA, fimH, kpsmII em amostras de E. coli isoladas do útero, de fezes e 

da vulva; estabelecer relação entre a presença de E.coli, com a sintomatologia clínica e seus 

fatores de virulência 24 horas após infecção experimental em éguas. Além de verificar a 

produção de biofilme in vitro, e identificação dos filogrupos patogênicos e não patogênicos das 

E.coli isoladas. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

As falhas reprodutivas representam uma substancial perda econômica e genética para a 

indústria do cavalo. A maioria dos principais problemas de infertilidade são complexos de 

fatores que isolados ou combinados que podem causar falhas na produção de prole. Nos últimos 

anos pesquisas têm sido direcionada para individualizar os mecanismos fisiopatológicos 

relacionados ao desempenho reprodutivo. Serão abordados nessa revisão, os principais dados 

relacionados a endometrite em éguas com especial foco no envolvimento de E. coli no processo 

infeccioso e inflamatório. 

 

2.1 FISIOPATOLOGIA DA ENDOMETRITE 

 

 

A endometrite é uma das principais causas de perdas econômicas na equideocultura. Um 

grande problema seria o fato de ainda ser uma patologia negligenciada e não diagnosticada e 

avaliada de forma coerente, utilizando os métodos de diagnósticos não tão eficazes (Rua, 2016). 

O qual se reflete nos dias atuais. 

Infelizmente, a anatomia, assim como a fisiologia do trato reprodutivo das éguas atrasam 

a limpeza uterina e podem levar ao desenvolvimento de endometrite. Dessa maneira, a falha na 

remoção de bactérias, espermatozoides e exsudados inflamatórios, após a reprodução, muitas 

vezes não é diagnosticado. Defeitos na anatomia genital, nas contrações miometriais, na 

drenagem linfática, na depuração mucociliar, na função cervical, mais a degeneração vascular 

e inflamação, são susceptíveis à endometrite. (LeBlanc; Causey, 2009). 

Éguas saudáveis podem limpar qualquer excesso de fluido do útero dentro de 8 horas 

após o coito, enquanto éguas subférteis podem reter fluido uterino por mais de dois dias após a 

cobertura (LeBlanc, 2003). Uma resposta inflamatória é necessária para a remoção eficaz de 

bactérias contaminantes e excesso de espermatozoides no útero (Woodward;Troedsson, 2015). 

Dessa forma, a inflamação uterina em resposta à presença de sêmen e/ou microrganismos 

é uma reação fisiológica que auxilia na expulsão de debris no útero (Kotilainen et al., 1994). 

Esta reação é imediata e ocorre através de um aporte de neutrófilos, que migram para a 

mucosa uterina e podem se   identificados com cerca de 30 minutos após a cobertura, 

atingindo o pico inflamatório em aproximadamente 12 horas (Katila, 2012). Já o outro 

importante mecanismo para a eliminação rápida do agente agressor e dos componentes e 

subprodutos inflamatórios é a contratilidade miometrial, que é imprescindível para a limpeza 

física da luz uterina ( LeBlanc et al., 1994; Troedsson et al., 1993). O desempenho deste 
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mecanismo requer o funcionamento da cérvice (LeBlanc et al., 1989). 

A endometrite bacteriana tem maior relevância em éguas com baixa resistência a 

inflamação. Os patógenos mais comuns encontrados em culturas do útero são Streptococcus 

zooepidemicus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, e Klebsiella Pneumoniae 

(Woodward; Troedsson, 2015). 

 

 

2.2 DIAGNÓSTICO CLÍNICO E LABORATORIAL 

 

Um dos exames para diagnóstico para a endometrite é por raspado uterino com escova 

ginecológica e esfregaço em lâmina. A amostra pode ser coletada alem da escova e do swab, 

através de lavagem uterina com solução salina (LeBlanc; Mckinnon, 2011) a qual abrange 

grande porção do útero, mantendo íntegras as células capturadas, entretanto, esse procedimento 

causa irritação moderada de endométrio (Cocchia et al., 2012). 

Num esfregaço corado, pode-se observar células epiteliais do endométrio e em alguns 

casos células de defesa, principalmente neutrófilos polimorfonucleares (PMNs)(Fig 1). Sendo 

assim, a endometrite é estabelecida baseado no número de PMNs encontrados nas lâminas. Mais 

de um PMN cada 10 células epiteliais são consideradas como endometrite. Já Riddle (2007) ao 

avaliarem a citologia uterina observaram que éguas com menos de 2 PMNs por campo (x400 

objetiva) apresentavam maiores taxas de prenhez (60% por ciclo) comparado com éguas com 2 

a 5 PMNs por campos (x400), que apresentavam taxa de prenhez de 23%. Os mesmos autores 

relataram que infecções associadas com E. coli, eram menos prováveis de serem associadas com 

citologia positiva comparada com éguas infectadas com Streptococcus zooepidemicus (Rua et 

al., 2016), no entanto no trabalho de Camozzato (2014), 100% das éguas positivas para E. Coli 

apresentaram citologia positiva. 
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Figura 1 – Citologia endometrial em éguas coradas com coloração tipo Romanowsky 

(×100). (A) Citologia endometrial negativa; presença de células do epitélio do endométrio, 

ausência de células inflamatórias. (B) Citologia endometrial positiva; poucas células 

 

Fonte: Canisso (2020, p. 13). 

 

A presença de líquido na fase de diestro, também tem sido correlacionado com 

endometrite. Contudo, a presença de pequenos quantidades de líquido in- tra-uterino anecóico 

durante o estro é documentado mesmo na ausência de en- dometrite. Um pequeno volume intra-

uterino anecóico líquido durante o estro (2 cm de distensão intraluminal) é freqüentemente visto 

em éguas reprodutiva- mente normais. Excesso de líquido intra-uterino (fig. 2) durante o estro 

( >2 cm) sugere maus mecanismos de limpeza uterina e está associado a um aumento da 

suscetibilidade a endometrite induzida por acasalamento (Brinsko, 2011). 

 

Figura 2 – Edema endometrial exacerbado com extravasamento e acúmulo de líquido 

intraluminal (*) em uma égua com endometrite e acúmulo de líquido intraluminal 

hiperecogênico extenso (**) em uma égua com endometrite. Barras de escala 10 mm 

 
Fonte: Canisso (2020, p. 12) 
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A resposta inflamatória do útero equino à inseminação com sêmen fresco começa em 0,5 

ou 1 h, atinge um pico entre 4 e 24 h e termina em 48 h. A grande maioria das bactérias e 

espermatozoides é removida dentro de 4 horas, e todas são removidas dentro de 48 horas em 

éguas reprodutivamente normais (Katila, 1995). Já éguas suscetíveis são incapazes de resolver 

a inflamação fisiológica induzida pela cobertura e inicia uma endometrite pós-cobertura 

persistente. A acumulação de o líquido intra-uterino persiste mais de cinco dias após a ovula- 

ção em éguas suscetíveis (LeBlanc, 2009). 

A cultura bacteriana por sua vez, baseia-se na detecção do agente eti- ológico, porém, 

o seu resultado positivo não indica necessariamente a enfermi- dade, tendo em conta que pode 

haver contaminação no momento da coleta da amostra, resultando num caso de falso positivo 

(Troedsson, 2011). Logo, o diagnóstico definitivo de endometrite bacteriana deve ser obtido 

através da as- sociação dos resultados positivos do exame microbiológico e citológico, além dos 

achados no exame clínico do trato reprodutivo (LeBlanc; Mckinnon, 2011). LeBlanc (2007), 

498 éguas foram coletadas para isolamento de cultura bacteriana. O microrganismo mais 

frequentemente isolado de cultura de swabs foi Streptococcus hemolítico (39%) (Fig. 3), sendo a 

E. coli a segunda mais comum (16%). Juntos, os dois organismos representavam 55% de swabs 

de cul- tura positivos. 

 

Figura 3. Prevalência de microrganismos isolados de swabs de cultura obtidos de éguas 

puro- sangue residentes em fazendas visitadas rotineiramente na região central Kentucky 

(n = 498). 

*Os não-patógenos incluem Streptococcus, Bacillus e Micrococcus; E + S: 

 

 

Fonte: LeBlac (2007, p. 407).
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2.3 ESCHERICHIA COLI 

 

2.3.1 Características 

 

Escherichia coli foi descrita pela primeira vez pelo pediatra alemão Theo- dor 

Escherich, em 1885, que demonstrou a sua presença como hóspede natural do tubo digestivo 

e, devido a isso, foi inicialmente identificada por Bacterium coli commune. Posteriormente, 

em 1919, Castelani e Chalmers designaram esta bactéria por Escherichia coli em 

homenagem a Escherich (Chen; Frankel, 2005; Guerreiro, 2012). 

Pertence a familia Enterobacteriaceae, bacilos Gram-negativos, medem 

aproximadamente de 1,1 a 1,5 μm por 2 a 6 μm de comprimento (Figuras 1 e 2), móveis 

devido à presença de flagelos peritríquios, fermentam a glicose e a ampla variedade de 

outros açucares. São oxidase-negativo, catalase-positivos, anaeróbios facultativos que 

não formam esporos, reduzem nitrato a nitrito, e fermantam lactose (Croxen, 2010) 

Embora E. coli seja a bactéria anaeróbia facultativa predominante na mucosa 

intestinal dos mamíferos saudáveis, coexistindo sem causar danos ao hospedeiro, várias 

cepas, ao adquirir fatores de virulência específicos, tornaram- se potencialmente danosas 

(Nataro; Kaper, 1998). Seis categorias distintas de cepas patogênicas intestinais de E.coli 

atualmente são reconhecidas como: enterotoxigênica (ETEC), produtora de 

shigatoxina/enterohemorrágica (STEC/EHEC), enteropatogênica(EPEC), enteroinvasiva 

(EIEC), enteroagregativa (EAEC) e difusamente aderente (DAEC). Já as EXPEC 

(Escherichia coli patogênica extraintestinal) incluem infecção do trato urinário (ITU), 

meningite (principalmente em neonatos e após neurocirurgia), infecções intra-abdominais 

diversas, pneumonia (particularmente em pacientes hospitalizados), infecção intravascular, 

osteomielite e infecção de tecidos moles (Russo et al., 2000), sepsis-causing Pathogenic E. 

coli (SEPEC): responsáveis por casos de contaminação generalizada no organismo (Bozcal, 

2016); Avian Pathogenic E. coli (APEC): responsáveis por infecções sistêmicas em aves 

(Dho-Moulin; Fairbrother, 1999); Mammary Pathogenic E. coli (MPEC): associadas a 

infecções em glândulas mamárias de bovinos (Shpigel; Elazar; Rosenshine, 2008); 

Endometrial Pathogenic E. coli (EnPEC): associados a infecções no tecido endometrial 

(Sheldon et al., 2010). 
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2.3.2 Patogênese 

 

As cepas ExPEC são a causa de diversas infecções invasivas em humanos e animais, 

geralmente levando à septicemia (Mokady, 2005). Essas cepas possuem fatores de 

virulência específicos, como sistemas de aderências, toxinas, absorção de ferro que as 

distinguem das cepas comensais (Usein, 2003), assim como também, são estáveis ao calor 

e motilidade mediada por flagelos. As toxinas sintetizadas pelas cepas de ExPEC, 

representadas principalmente pela hemolisina e pelo fator necrotizante citotóxico, 

contribuem para a destruição das células eucarióticas. Sideróforos como a aerobactina 

conferem às cepas a vantagem de capturar ferro do ambiente no qual devem sobreviver e se 

replicar. A co-expressão de fatores de virulência contribui para a derrota do sistema de defesa 

do hospedeiro e o início da infecção (Usein, 2003). Embora as razões para sua evolução 

permaneçam misteriosas, em virtude de seus numerosos traços de virulência, ExPEC possui 

claramente uma capacidade única de causar doenças fora do trato intestinal do hospedeiro 

(Johnson, 2002). 

 

2.3.2.1 Produção de biofilme 

 

 

Muitas bactérias patogênicas e comensais são capazes de fazer a transição entre a 

vida no ambiente e no hospedeiro, e todas devem ser capazes de se adaptar a mudanças de 

disponibilidade de nutrientes, bem como às defesas imunológicas primárias 

(imunoglobulina predominante IgM) e secundárias (imunoglobulina predominante IgG) do 

hospedeiro. Um exemplo particularmente importante e clinicamente relevante de adaptação 

bacteriana através da expressão gênica sistematizada é a capacidade de crescer como parte 

de uma comunidade,referida como um biofilme. Os biofilmes estabelecidos podem tolerar 

agentes antimicrobianos em concentrações de 10 a 1.000 vezes que precisavam matar 

bactérias planctônicas geneticamente equivalentes e extraordinariamente resistentes à 

fagocitose, tornando os biofilmes extremamente difíceis de erradicar dos hospedeiros vivos 

(Kimberly et al., 2004). 

A presença de material abiótico favorece bactérias para produção de biofilme, 

causando infecções de difícil tratamento. Por exemplo, a capacidade das bactérias de formar 

um biofilme sobre um cateter urinário (Naves et al., 2008). 

Em 1964, Ralph Mitchell e Kevin Marshallex examinaram os primeiros estágios da 
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formação de biofilme por bactérias em culturas puras e distinguiram entre a adsorção 

reversível de bactérias a superfícies e a fixação irreversível subsequente que constitui o 

primeiro estágio de formação de biofilme (Costerton et al.,1999). 

O biofilme material é definido como uma comunidade de microrganismos 

irreversivelmente aderidos a uma superfície, produzindo substância polimérica extracelular 

(EPS), exibindo fenótipo alterado e apresentando resistência aumentada às respostas 

imunológicas inatas e antibióticos (Beehan et al., 2016). Etapas para a formação de biofilme. 

Estágio 1: fixação inicial das células à superfície. Etapa 2: produção de EPS resultando em 

um acessório “irreversível” mais firmemente aderido. Etapa 3: desenvolvimento inicial da 

arquitetura de biofilme. Etapa 4: maturação da arquitetura do biofilme. Etapa 5: dispersão 

de células únicas do biofilme, de acordo com o diagrama de Stoodley  (2002). 

Atualmente uma série de diferentes métodos são usados, como teste em tubo, 

microtitulação, teste em placa, radiomarcação, microscopia, vermelho Congo, teste em 

placa de ágar etc. No entanto, o método da placa de microtitulação permanece entre os 

ensaios mais utilizados para investigação de biofilme. A coloração é um dos primeiros 

métodos adotados para quantificação de biomassa de biofilme (Stepanovic´ et al., 2007).. Em 

poucas palavras, este método consiste na coloração de moléculas carregadas negativamente 

pelo corante básico cristal violeta (CV). CV vincula indiferentemente às bactérias e 

polissacarídeos carregados negativamente do EPS. Após a coloração, o CV adsorvido é 

lavado usando um solvente (por exemplo, etanol ou ácido acético). A quantidade de corante 

solubilizada pelo solvente (medido por absorvância óptica a 590 nm) é diretamente 

proporcional ao tamanho do biofilme (Pantella et al.,2013). 

 

2.3.3 Endometrite 

 

Pouco se sabe sobre as propriedades de virulência da E. coli podem promover a 

colonização bacteriana e causar infecção sintomática na vagina. Algumas bactérias, como 

Escherichia coli aderem a superfícies epiteliais, impedindo sua remoção física (LeBlanc, 

2010). 

A E.coli está envolvida em distúrbios ovarianos iniciais e aparece au- mentar a 

susceptibilidade do útero a subsequentes infecções com Arcanobacte- rium pyogenes e 

anaeróbios gram-negativos, sendo relevante para persistência de infecção uterina, no 

puerpério de vacas (Miller et al., 2007; Williams et al., 2008). 

Como estudos demonstraram que algumas bactérias, como Escherichia coli, podem 
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utilizar lactato (presente na solução ringer lactato) (Huan, 2007) e gluconato como 

substratos para crescimento, uterino, a lavagem com cristaloi- des, dessa forma, não pode 

ser usada sozinha para tratar a endometrite infecci- osa (Eisenberg, 1967). 

Tem sido sugerido que a Escherichia coli induz uma resposta inflamatória menos 

exsudativa e provoca uma maior lesão no tecido endometrial do que a causada por 

Streptococcus zooepidemicus. Geralmente as infecções por E. coli são relatadas como as 

mais problemáticas a resolver. Essas diferenças na resposta inflamatória podem ser devidas 

à indução de diferentes respostas imunes. As éguas Suceptíveis tem um exsudativo mais 

vigoroso em resposta a cepas genitais de Strep zoo do que as de E. coli (Eaton et al., 2010). 

Dessa forma, as bactérias expressam diferentes fatores virulentos e têm diferentes modos de 

fugir da resposta imune. 

 

 

2.3.4 Genes de Virulência 

 

Existem vários genes de virulência (VG) que ajudam a E. coli extra- intestinal a 

sobreviver ao ambiente hostil do trato gastrointestinal e persistem em locais extra-intestinais 

para causar infecção. Estes incluem adesinas, toxinas, cápsulas de polissacarídeo e 

sideróforos (por exemplo, sistemas de transporte de ferro aerobactina). Muitos desses VGs 

são controlados por fatores genéticos que controlam sua expressão dependendo das 

condições ambientais, como pH, osmolaridade, temperatura e concentração de aminoácidos 

(Johnson, 1991; Nataro, 1998; Katouli, 2010). 

 

2.3.4.1 hlyA 

 

 

Três tipos de hemolisina foram identificados em E.coli: alfa-hemolisina (hlyA), 

entero-hemolisina (ehxA) . A terceira hemolisina encontrada em E. coli é a hemolisina E, 

HlyE, também chamada de ClyA ou SheA (Murase et al., 2012, Lorenz et al., 2013). 

   HlyA está  diretamente  ligada  a uma disfunsão intestinal, contribuindo, para a 

diarreia, impulsionada por um mecanismo de fluxo de vazamento e , permitindo a entrada 

de antígenos luminais na submucosa, que induz inflamação e, posteriormente,  ruptura da 

barreira epitelial. Estes efeitos foram atribuídos à sinalização de cálcio (Ca2+) em células 

epiteliais ( Wiegand et al., 2017). Além da lise de eritrócitos, a alfa hemolisina é tóxica para 

uma grande variedade de tipos celulares e contribui para indução de inflamação, e 

debilidade das defesas do organismo, sendo relacionada à citotoxicidade de isolados 
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clínicos de E. coli (Johnson, 1991; 2003). 

Cepas que não possuem genes que promovem hemólise consequentemente não 

apresentam citotoxicidade elevada e não são capazes de suprimir citocinas, dificultando 

assim sua colonização no hospedeiro (Hilbert et al., 2012). 

As células suscetíveis do organismo têm receptores específicos que permitem a 

ligação da toxina alfa, causando pequenos poros resultando no vazamento de pequenos 

conteúdos citoplasmáticos menores que 2 kDa, como Ca2 +, K +, alterando os gradientes de 

íons e, eventualmente, causando a morte da célula (Bhakdi, 1991). 

 

2.3.4.2 Toxina Shiga 

 

Os genes stx, que codificam a toxina, estão localizados no genoma do bacteriófago 

que se integra ao cromossomo das STEC (Escherichia coli produtora de toxina Shiga). A 

presença desses genes em bacteriófagos propicia não somente a capacidade de disseminação 

entre diferentes cepas, como também a presença das toxinas em uma mesma bactéria. 

Portanto, STEC pode apresentar um ou mais genes stx simultaneamente. (Caldorin et al., 

2013). 

Quando a STEC se adere na célula intestinal, as toxinas stx1 e stx2 são produzidas no 

intestino grosso e translocadas pelo epitélio intestinal para a circulação sanguínea. Essa 

toxina, quando se liga ao seu receptor, é endocitada e transportada para o complexo de Golgi 

e, posteriormente, para o retículo endoplasmático, bloqueando a síntese proteica, o que 

resulta em perda de integridade e lesão das células endoteliais vasculares pela necrose ou 

apoptose, cujo efeito pode ser local ou sistêmico. Essas toxinas, em contato com os rins via 

corrente sanguínea, causam danos ao endotélio vascular e oclusão de micro vasos, por meio 

de uma combinação de toxicidade direta e indução da inflamação local (Cerutti, 2018). 

 

2.3.4.3 ehxA 

 

 

A enterohemolisina (Ehly) é uma proteína monomérica que se insere na membrana 

plasmática das células eucariotas e forma poros. Ehly é codificada pelo gene ehxA, 

localizado no megaplasmídeo de 60MDa (Schmidt H et al., 1999). Estudos sugerem que a 

enterohemolisina, ao provocar a lise de eritrócitos, promove a liberação da hemoglobina, 

que é utilizada como fonte de ferro para STEC, favorecendo sua multiplicação. A 

fertilização desses compostos resulta na multiplicação rápida do organismo. À medida que 
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a multiplicação ocorre, ocorre mais produção de toxinas, causando maiores danos (Law, 

1995). Como a detecção da entero-hemolisina é relativamente fácil devido à sua atividade 

hemolítica e sua presença se correlaciona com a da toxina Shiga, ela tem sido sugerida como 

um marcador epidemiológico para a detecção rápida e simples de cepas STEC. (Beutin et 

al., 1994; Lorenz et al., 2013). 

 

 

2.3.4.4 eaeA 

 

A adesão da bactéria está associada à expressão do gene eae, que induz a lesão 

denominada attaching and effacing (A/E), estas lesões são caracterizadas pela diminuição 

de microvilosidades e ligação bacteriana mediada por intimina à membrana plasmática da 

célula infectada (Frankel et al., 2001). 

A intimina, nome dado a molécula de adesão, pode se envolver aos receptores de 

membrana que ancoram os filamentos de actina polimerizados diretamente sob a bactéria 

aderente (Rosenheine et al., 1992). A aderência pela íntima é mediada pelo produto do gene 

eaeA, a proteína Daoutermem-brana a94-k (Jerse, 1991). 

 

2.3.4.5 fimH 

 

 

As fímbrias tipo 1 são organelas filamentosas que cobrem a superfície da bactéria. 

Essas fímbrias são codificadas pelo gene fim, com os componentes estruturais compostos 

de fimA, fimF, fimG e fimH, e os pilus codificados por fimC e fimD fimH é a ponta do pilus 

que mede a ligação às glicoproteínas, estas fímbrias ligam-se a oligossacáridios que estão 

localizados na membrana celular das células, tais como as células epiteliais (Jones et al., 

1995). 

As fímbrias têm papel na ativação de mastócitos no epitélio da bexiga. A ativação dos 

mastócitos está associada à liberação de histamina, que inicia a resposta inflamatória do 

organismo para eliminar a infecção. Embora a ativação dos mastócitos possa ocorrer sem 

contato direto com as bactérias, dados sugerem que a ativação dos mastócitos ocorre por 

meio do contato direto com bactérias invasoras. (Abraham, 2001). Em relação ao trato 

urinário, as fímbrias tipo 1 ausente de fimH não conseguem invadir as células da bexiga, 

enfatizando a importância do fimH para estabelecer a infecção da UTI (Wright, 2007). 

O fimH é capaz de se ligar a diferentes tipos de células, como eritrócitos e macrófagos 
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(Hamrick, 2000). Essas fímbrias estimulam a adesão aos fagócitos e a fagocitose 

subsequente (Jonhson, 1991). Uma vez fagocitadas, as bactérias fimbriadas do tipo 1 podem 

sobreviver dentro dos vacúolos (Goetz, 1987). Essa capacidade ajuda as bactérias a 

superarem as defesas do hospedeiro e persistir para causar doenças. As fímbrias tipo 1 

também são importantes para a formação de comunidades bacterianas intracelulares, que 

têm funções semelhantes às dos biofilmes (Katouli, 2010). 

 

2.3.4.6 iucD 

 

 

Aerobactina demonstra ser um fator de virulência para cepas patogênicas de 

Escherichia coli (Stehr et al., 1999). E.coli usa ferro para transporte e armazenamento de 

oxigênio, síntese de DNA, transporte de elétrons e metabolismo de peróxidos. Parte da 

resposta à infecção é para reduzir a quantidade de ferro disponível para o patógeno invasor, 

diminuindo a absorção intestinal de ferro, sintetizando proteínas de ferro adicionais e 

transferindo o ferro do plasma para o armazenamento intracelular. Assim, as bactérias 

enfrentam um desafio para atender às necessidades de ferro durante a infecção. A 

aerobactina extrai Fe3+ das proteínas de ligação ao ferro do hospedeiro e é absorvida pela 

proteína do receptor da membrana externa. (Santos, 2018; Johnson, 1991). 

Sugere-se que operon iuc, codificação de aerobactina, que é envolvido na ligação do 

ferro, pode ser vantajoso para a sobrevivência e persistência de E. coli no útero. (Silva et 

al., 2009). 

 

2.3.4.7 kpsM II 

 

 

kpsM é o agrupamento de genes responsável pela síntese do polissacarí- deo capsular. 

Esse polissacarídeo, um fator de virulência essencial nessas bac- térias, pode danificar o 

sistema imunológico do hospedeiro (Zong et al., 2016). O CPS (cápsula polissacaridea) 

pode ser estruturalmente semelhante aos polissacarídeos da célula hospedeira e, portanto, 

hospedeiro pode tolerar a bac- téria devido à baixa imunogenicidade. Oferece barreira física 

aos antibióticos, evitando a dessecação da célula bacteriana devido à natureza hidratada, 

facili- tando a adesão da bactéria à superfície da célula hospedeira, ajudando a bacté- ria a 

escapar da resposta imune do hospedeiro por inibindo a cascata do com- plemento, evitando 

a opsonização do anticorpo, impedindo o reconhecimento por macrófagos, mimetizando 

moléculas do hospedeiro e inibindo a penetração de antibióticos catiônicos por ligação 
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a eles, representado na figura 4 (Sachdeva et al., 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Representação esquemática de várias funções do polissacarídeo capsular bacteriano 

Gram-negativo  

Fonte: Sachdeva ( 2017, p.6) 

 

 

 

Transporte de ácido polissiálico (polysia) de Escherichia coli é um determi- nante da 

virulência do organismo, o que lhe permite proteção às células de de- fesas do hospedeiro. 

Dois genes, kpsM e kpsT são necessários para o trans- porte de polySia através da membrana 

citoplasmática. kpsM é uma proteína hi- drofóbica da membrana interna integral, enquanto 

kpsT é uma proteína da mem- brana interna periférica que se liga ao ATP (Bliss et al., 1996). 

 

2.3.4.8 ibeA 

 

O gene ibeA (invasão do endotélio cerebral) desempenha um papel importante na 
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meningite neonatal em humanos, que é causada principalmente por transmissão vertical de 

E. coli (Huang et al., 2001). 

É possível que interação ligante-receptor pode ser facilitada pela expressão de ibeA em 

mamíferos, assim como além das células endoteliais microvasculares do cérebro, como o 

endométrio. Também foi relatado que o ibeA desempenha um papel importante na 

patogênese infecção extraintestinal de aves pela APEC (Escherichia coli Patogênica 

Aviária) (Bicalho et al., 2010). De acordo com os estudos de Germon et al. (2005), o gene 

ibeA está presente no genoma de um número significativo de cepas APEC, mas ausente do 

genoma de cepas não patogênicas. 

 

 

2.3.5 Análises filogenéticas 

 

 

A origem evolutiva de E. coli, especialmente de isolados extraintestinais, tem sido 

estudada pela análise da presença de fatores de virulência em relação à organização 

populacional desta bactéria em diferentes grupos, a qual é definida por métodos 

filogenéticos. Essas análises filogenéticas são utilizadas em microbiologia como importante 

ferramenta para se conhecer a ancestralidade de um patógeno e sua relação com a 

patogenicidade e epidemiologia das diversas doenças. É possível identificar se um 

determinado conjunto de cepas isoladas pertence a uma mesma família clonal e, por 

consequência, se um grupo filogenético específico é mais frequente em determinados 

quadros infecciosos e/ou em determinadas regiões (Clermont et al., 2013). Em conformidade 

com a nova metodologia de classificação, inicialmente as amostras são submetidas a PCR 

quadruplex para a amplificação dos iniciadores chuA, yjaA, TspE4 e arpA.  

Nas análises filogenéticas, as cepas podem ser classificadas em quatro grupos 

principais conhecidos para esta espécie bacteriana, sendo: A, B1, B2 e D. As cepas 

virulentas geralmente classificam-se no grupo B2, patótipos extra intestinais, porém 

algumas são classificadas no grupo D, isolados enteropatogênicos. Por outro lado, as cepas 

comensais pertencem aos grupos A e B1. Contudo, alguns isolados não se classificavam nos 

grupos descritos e uma atualização, tornou o método mais discriminatório, de forma que as 

cepas de Escherichia coli passaram a ser distribuídas em oito filogrupos distintos: A, B1, 

B2, C, D, E, F e E (Clermont et al., 2013) tabela 4. Com o uso desta técnica foi possível 

observar que cepas de ExPEC são mais comumente encontradas nos filogrupos B2, D e F e 

cepas diarréicas e comensais são comumente encontradas nos filogrupos A, B1, C e E. além 
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dos filogrupos clássicos de E.coli ( Clermont et al., 2013). 

Cepas extra intestinais patogênicas e comensais de E. coli diferem de acordo com os 

fatores de virulência, expressos por genes geralmente agrupados em ilhas de patogenicidade. 

Três marcadores de patogenicidade têm sido estudados: chuA, um gene necessário para o 

heme-transporte em E. coli enterohemorrágica (0157:H7); yjaA, um gene inicialmente 

identificado no genoma de E coli K12, cuja função ainda é desconhecida e um fragmento 

de DNA designado TSPE4C (Bonacorsi et al., 2000). Vários estudos recentes concentraram-

se na patogenicidade das FVs, mas estes estudos tiraram conclusões diferentes 

sobre quais FVs são fatores decisivos na determinação da patogênese (Bicalho, 2010; 

Bicalho, 2012; Moreno, 2020; Kassé, 2016). A inclusão de arpA serve a dois propósitos: 

Primeiro, como um controle interno de qualidade do DNA, pois, com sua adição, espera-se 

que todas as cepas de E. coli e clado I gerem pelo menos um produto de PCR usando PCR-

quadruplex. Segundo a inclusão de arpA permite que as cepas pertencentes ao filogrupo F, 

anteriormente identificadas erroneamente como cepas do grupo D (chuA +, yjaA -TspE4.C2 

-), sejam distinguidas porque arpA está presente em todas as E. coli, com exceção das cepas 

pertencentes aos filogrupos B2 e F (Clermont et al., 2013). 

Figura 5.Tabela de classificação de filogrupos de acordo com a presença/ausência dos genes- 

alvo  

 
 Fonte: Moez  (2020, p.3) 
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3 ARTIGO 

 

 

Os resultados, bem como os materiais e métodos empregados para a realização do 

estudo que compõe esta tese, serão apresentados na forma de artigo científico para 

submissão na revista  na Theriogenology. 
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  4   CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Embora a maioria das cepas de E. coli estudadas pertença ao grupo filogenético de 

comensais, a ausência de líquido intrauterino e crescimento bacteriano nas éguas não é indicativa 

de uma condição saudável, devido à presença de neutrófilos no exame citológico, o que pode 

estar relacionado à produção de biofilme. Entre os genes estudados, o gene fimH não foi essencial 

para a produção de biofilme. A única cepa que possuía os genes ibeA e KpsMTII apresentou forte 

produção de biofilme. 

Mais genes precisam ser analisados para identificar os fatores de virulência responsáveis 

por possíveis causadores de biofilme. Portanto, estudos adicionais são necessários para visualizar 

e determinar a função de cada fator de virulência no desenvolvimento da endometrite. A 

plasticidade do genoma de E. coli é responsável pelas diferenças relevantes observadas entre os 

patógenos associados a alterações endometriais em diferentes espécies. Mais pesquisas são 

necessárias para traduzir o conhecimento adquirido sobre os mecanismos de virulência e a 

adequação para o desenvolvimento de intervenções profiláticas e/ou terapêuticas. 
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