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RESUMO

A domesticacéo de caes e gatos tornou a convivéncia do homem cada vez mais
proxima e afetuosa com estes animais. Nos ultimos anos, a forte interacdo da
sociedade com os animais de companhia, faz com que a atencédo a sanidade dos
mesmos seja despercebida. Dentre as iniUmeras doencas que merecem destaque, a
colibacilose é uma doenca infectocontagiosa que acomete inUmeras espécies de
animais e o homem. Devido a sua importancia, Escherichia coli € considerada uma
das espécies mais estudada em medicina humana e veterinaria. Embora seja um
microrganismo comensal da microbiota entérica dos mamiferos domésticos, outros
vertebrados e o homem, algumas amostras de E. coli apresentam diferentes
mecanismos e fatores de viruléncia que alteram os processos celulares, tornando-se
potencialmente patogénicas, essas linhagens sédo divididas em duas categorias:
entéricas e extraentéricas. O uso arbitrario de antimicrobianos vem impactado
diretamente no surgimento de bactérias resistentes. Neste contexto, a E. coli tem
favorecido o aumento da resisténcia e multirresisténcia aos antimicrobianos, que
podem ser responsaveis por falhas de tratamento em humanos e na medicina
veterinaria. Devido a sua versatilidade e potencial patogénico, a E. coli também afeta
animais de companhia, levando a desordens entéricas e geniturinarias. O estreito
vinculo entre animais de companhia e seres humanos propiciam a possibilidade de
compartiihamento de microrganismos entre as espécies, e, desta forma, vem se
discutindo o papel do animal de estimacdo como sentinelas de resisténcia no
ecossistema humano, podendo adquirir ou compartilhar para o homem E. coli
patogénicas ou multirresistentes a antimicrobianos. O objetivo desde trabalho foi
caracterizar isolados de E. coli provenientes de amostras de fezes de cées e gatos,
enviadas para coproparasitolégico a um laboratério particular na cidade de Botucatu-
SP. Apos o isolamento e identificagdo, foi realizado a caracterizagdo dos fatores de
viruléncia das amostras e submetidas ao teste de susceptibilidade bacteriana e teste
de aproximacédo dos discos (Double-Disk Screening”) para a triagem de E. coli com
beta-lactamase de espectro estendido (ESBL). Foram analisados 102 isolados de E.
coli provenientes de caes e gatos, desses 30,4% (31/102) pertenciam ao filogrupo A,
25,5% (26/102) pertenciam ao filogrupo B2, 18,6% (19/102) ao F, 15,7% (16/102) ao
filogrupo D, 3,9% ao B1 (4/102) e C (4/102) e 2% (2/102) ao E. Diante disso, de acordo

com os resultados apresentados, conclui-se que, foi possivel detectar isolados de E.



coli dos patotipos STEC (E. coli shigatoxigénica) e EHEC (E. coli entero-hemorragica)
com diferentes perfis fenotipicos de resisténcia e de filogrupos distintos. O encontro
de isolados multirresistentes, com perfil de betalactamase estendida e isolados
multirresistentes, inclusive ao ertapenem em amostras enviadas para diagnéstico
coproparasitolégico servem de alerta para uma melhor conducdo no uso de
antibioticos e um lembrete aos técnicos e veterinarios que fazem o coproparasitolégico

gue mantenham as medidas de biosseguranca e de higiene pessoal.

Palavras-chave: Escherichia coli, resisténcia antimicrobiana, animais de companhia



ABSTRACT

The domestication of dogs and cats made the coexistence of man closer and
affectionate with these animals. In recent years, the strong interaction of society with
companion animals, makes the attention to their health go unnoticed. Among the
numerous diseases that deserve to be highlighted, colibacillosis is an infectious
disease that affects many species of animals and man. Due to its importance,
Escherichia coli is considered one of the most studied species in human and veterinary
medicine. Although it is a commensal microorganism of the enteric microbiota of
domestic mammals, other vertebrates and man, some E. coli samples have different
mechanisms and virulence factors that alter cellular processes, becoming potentially
pathogenic, these strains are divided into two categories: enteric and extraenteric. The
arbitrary use of antimicrobials has a direct impact on the emergence of resistant
bacteria. In this context, E. coli has favored the increase in resistance and multidrug
resistance to antimicrobials, which may be responsible for treatment failures in humans
and veterinary medicine. Due to its versatility and pathogenic potential, E. coli also
affects companion animals, leading to enteric and genitourinary disorders. The close
bond between companion animals and human beings provides the possibility of
sharing microorganisms between species, and, in this way, the role of the pet as
sentinels of resistance in the human ecosystem, being able to acquire or share for
man, has been discussed. E. coli pathogenic or multiresistant to antimicrobials. The
objective of this work was to characterize E. coli isolates from samples of feces of dogs
and cats, sent for coproparasitology to a private laboratory in the city of Botucatu-SP.
After isolation and identification, the virulence factors of the samples were
characterized and submitted to the bacterial susceptibility test and the disk approach
test (Double-Disk Screening) to screen for E. coli with extended-spectrum beta-
lactamase. (ESBL). A total of 102 E. coli isolates from dogs and cats were analyzed,
of which 30.4% (31/102) belonged to phylogroup A, 25.5% (26/102) belonged to
phylogroup B2, 18.6% (19/ 102) to F, 15.7% (16/102) to phylogroup D, 3.9% to B1
(4/102) and C (4/102) and 2% (2/102) to E. Therefore, according to the results
presented, it was concluded that it was possible to detect E. coli isolates of the STEC
(Shiga toxin-producing E. coli) and EHEC (Enterohaemorrhagic E. coli) pathotypes
with different phenotypic profiles of resistance and different phylogroups. The finding

of multidrug-resistant isolates, with an extended beta-lactamase profile, and multidrug-
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resistant isolates, including ertapenem in samples sent for coproparasitological
diagnosis, serve as an alert for better management in the use of antibiotics and a
reminder to technicians and veterinarians who perform coproparasitological measures

to maintain the measures biosafety and personal hygiene.

Keywords: Escherichia coli, antimicrobial resistance, companion animals
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1 INTRODUCAO

Dentre as inUmeras doencgas que acometem o0s animais, a colibacilose é uma
das que merecem destaque por causar diferentes manifestacdes clinicas em seus
hospedeiros, ser considerada uma zoonose e apresentar distribuicdo mundial. Pode
afetar inimeras espécies, desde os animais de companhia as criagbes pecuarias
(bovina, bubalina, suina, caprina, ovina e galinaceos), exemplares silvestres,
selvagens, dentre outras (JARLIER et al., 1988; MEGID et al., 2016).

Escherichia coli € uma bactéria comensal do trato digestorio de mamiferos
domésticos e de outros vertebrados. Entretanto, algumas estirpes de E. coli
apresentam diferentes mecanismos e fatores de viruléncia que alteram os processos
celulares, tornando-se potencialmente patogénicas. Essas linhagens séo divididas em
duas categorias: entéricas e extraentéricas (JARLIER et al., 1988; KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004; BOUZARI; JAFARI; ASLANI, 2012).

As desordens entéricas sdo descritas como um dos principais sintomas
relacionados a infeccdo por E. coli devido a sua importancia clinica. E. coli sdo
classificadas em E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E.
coli enteroinvasora (EIEC), E. coli entero-hemorragica (EHEC), também chamada
como produtora da toxina de Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC) e E. coli
aderente difusa (DAEC). E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC) é classificada
devido a sua a¢do oportunista em outros sistemas que ndo seja o digestivo, como a
E. coli uropatogénica (UPEC) e septicémica (GOFFAUX et al., 2000; DE OLIVEIRA
SOUZA et al., 2016; TORRES, 2017; DERAKHSHANDEH et al., 2018).

A industria avicola sofre perdas econdmicas devido a infec¢Bes extraintestinais
e colisepticemia em aves, causada pela E. coli patogénica aviaria (APEC) (MOL et al.,
2019; KIM et al., 2020). E. coli € um dos agentes infecciosos que merece atencéo
tanto por autoridades de saude, como também a comunidade cientifica, pois além de
causar graves prejuizos a industria de producdo animal, em seres humanos as
infec¢Bes resultam em colite hemorragica e sindrome hemolitico-urémica por E. coli
enterohemorragica (EHEC), principalmente em casos que envolvem o patégeno
emergente O157:H7, de destaque em nivel mundial devido a severidade dos seus
surtos. A ingestdo de alimentos de origem animal (leite cru, carne, como também

carcagas) e agua contaminados sdo considerados para os seres humanos a principal
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forma de transmissédo de EHEC (LIM; YOON; HOVDE, 2010; D ANIEL DE PAULA;
CASARIN; TONDO, 2014).

A deficiéncia de condig¢des higiénico-sanitarias favorecem a infecc¢éo por E. coli,
sendo que as manifestagbes clinicas estdo intimamente relacionadas com o0s
mecanismos de fatores de viruléncia, capacidade de invasdo dos tecidos e producéo
de toxinas (TORRES, 2017).

Nos ultimos anos, o uso abusivo e arbitrario de antimicrobianos no tratamento
de doencas de seres humanos e animais tem favorecido o surgimento de
microrganismos resistentes (PUVACA; FRUTOS, 2021). Neste contexto, a E. coli tem
favorecido o aumento da resisténcia e multirresisténcia aos antimicrobianos, que
podem ser responsaveis por falhas de tratamento em humanos e na medicina
veterinaria (MURPHY et al., 2010; SALGADO-CAXITO et al., 2021).

Devido a sua versatilidade e potencial patogénico, a E. coli também afeta
animais de companhia, levando a desordens entéricas e geniturinarias. O aumento
crescente da populacdo de cdes e gatos e o estreito vinculo entre animais de
companhia e seres humanos propiciam a possibilidade de compartilhamento de
microrganismos entre as espécies, e, desta forma, vem se discutindo o papel do
animal de estimacdo como sentinelas de resisténcia no ecossistema humano,
podendo adquirir ou compartilhar para o homem E. coli patogénicas ou
multirresistentes a antimicrobianos (MORATO et al., 2009; DUPONT et al., 2013;
WALTHER et al., 2017; DERAKHSHANDEH et al., 2018; FERNANDES et al., 2018;
SELLERA et al., 2018; KARKABA et al., 2019; TAKAGI et al., 2020). Além disso, ha
relatos que humanos podem atuar também como reservatorio, havendo a
possibilidade de que alguns animais, devido ao contato préximo, principalmente os
animais de estimacao, possam contrair cepas de E. coli patogénicas (MOURA et al.,
2009; BELANGER et al., 2011; TOOMBS-RUANE et al., 2020).

Devido as importancias levantadas, o objetivo deste trabalho é caracterizar e
isolar E. coli de amostras de fezes de cdes e gatos. O monitoramento dos seres
humanos e animais de companhia, dados sobre a epidemiologia, o conhecimento
sobre as caracteristicas genotipicas, fatores de viruléncia, distribuicéo filogenética de
amostras de E. coli e resisténcia aos antimicrobianos. Estes sdo dados que
contribuirdo para medidas de controle e de transmissao interespécies, para reducéo
do impacto econémico da E. colie melhoria da Saude Publica como um todo (KAPER,;
NATARO; MOBLEY, 2004; DERAKHSHANDEH et al., 2018; TORRES, 2017).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ETIOLOGIA

E. coli € uma bactéria Gram-negativa, que se apresenta na forma de
cocobacilos pertencentes a familia Enterobacteriaceae. S&do anaerobios facultativos,
nao formam esporos e, em sua maioria, tem capacidade de locomocéo, devido a
presenca de flagelo (JARLIER et al., 1988; MEGID et al., 2016; GREENE et al., 2015).

Embora o género Escherichia seja composto por diversas espécies, atualmente
a espécie E. coli é considerada a mais estudada em medicina humana e veterinaria
por sua importancia clinica, e ao ser comparada aos demais microrganismos, quando
mantida em condi¢Bes favoraveis, apresenta facilidade de crescimento e baixo custo
em laboratério (VILA et al.,, 2016). As mudancas fenotipicas e genotipicas, a
capacidade adaptativa, sua diversidade antigénica, bem como a transferéncia
horizontal de genes tornam a espécie E. coli um importante modelo de estudo e
desenvolvimento no campo da biologia molecular e biotecnologia, envolvendo a
producado de medicacgfes, vacinas, armazenamento de dados, entre outros (ROSANO;
CECCARELLI, 2014; GOMES et al., 2016; FAUSTINO et al., 2016).

E conhecida por ser um microrganismo comensal da microbiota entérica
presente na maior parte dos mamiferos domésticos, outros vertebrados e o homem.
Alguns isolados de E. coli sdo patogénicos ao hospedeiro e, desta forma, descritos
como um dos agentes etiolégicos mais encontrados em casos de diarreias de origem
bacteriana em animais e seres humanos (BELANGER et al., 2011; FACCO, 2015;
MEGID et al., 2016; VILA et al., 2016; FRANCO, 2017; DERAKHSHANDEH et al.,
2018; VEGA-MANRIQUEZ et al., 2020; PUVACA et al., 2021).

A colibacilose entérica € uma das mais importantes enfermidades causadas por
estirpe patogénica de E. coli. A capacidade de produzir ou ndo a afeccdo esta
intimamente relacionada pela presenca e expressdo de fatores de viruléncia e
diferentes propriedades do agente. A viruléncia do microrganismo € dada através de
multiplos fatores, tais como componentes da estrutura bacteriana (adesinas fimbriais
e nao fimbriais, que promovem a aderéncia da bactéria ao enterdcito, resultando em
diarreia por diferentes mecanismos, dependendo do patotipo), a producdo de
endotoxinas (componentes intrinsecos da estrutura bacteriana), exotoxinas

(enterotoxinas, verotoxinas, fator necrosante citotoxico e hemolisinas), bem como a
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capacidade de resisténcia aos antimicrobianos (VON SYDOW et al., 2004; KAPER,;
NATARO; MOBLEY, 2004; ZACHARY et al., 2013).

Assim como as demais enterobactérias, E. coli apresenta em sua parede
celular lipopolissacarideo (LPS), compostos de lipideo A (interno) e polissacarideo O
(externo). O antigeno O (polissacarideo O) € considerado como um fator altamente
antigénico, sendo utilizado na caracterizacdo dos diferentes sorogrupos do
microrganismo, enquanto a fracéo lipidica, quando liberada na corrente sanguinea,
resulta na ativacdo de imediadores pré-inflamatérios que ocasionam o quadro de
choque endotoxico (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004).

2.2 PATOTIPOS E PATOGENESE

Nos animais e no homem, a E. coli pode acometer qualgquer sistema ou 6rgéao,
0 hospedeiro adquire a infeccdo pela via oral, respiratdria, genital, urinaria, umbilical,
transcutdnea e mamaria, além do conduto auditivo. A via oral €, preferencialmente, a
porta de entrada da bactéria em animais domésticos e seres humanos. Os animais
domésticos adquirem a infeccdo pela ingestdo de agua ou alimentos contaminados
(GREENE et al., 2015; MEGID et al., 2016).

As manifestacdes clinicas estéo intimamente relacionadas com 0s mecanismos
de acédo das E. coli patogénicas, tais como expressdo de fatores de viruléncia,
capacidade de invasdo dos tecidos e producdo de toxinas (BOUZARI; JAFARI;
ASLANI, 2012). Os microrganismos comensais raramente provocam enfermidades, a
nao ser em hospedeiros imunocomprometidos, debilitados ou em casos em que a
barreira gastrointestinal esteja afetada; ou seja, a E. coli “ndo patogénica” pode causar
infeccdo. O status imune do hospedeiro, idade e espécie influenciam no acometimento
e progressao da doenca (KAPER et al., 2004; ZACHARY et al., 2013; GOMES et al.,
2016).

Em contrapartida, certos isolados de E. coli possuem fatores de viruléncia,
tornando-se patogénicas para animais e humanos, sendo capazes de causar um
amplo espectro de doencas. E. coli patogénica provoca infecgbes entéricas graves
(diarreia, colite hemorragica, doenga do edema e sindrome hemolitico-urémica), ou
extraentéricas (infeccdo do trato urinario (ITU), meningite, pneumonia, peritonite,

mastite, piometra, onfalopatias, otite e dermatite). Ainda assim, disturbios entéricos
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sdo a principal decorréncia comumente notada em infeccbes por cepas de E. coli
patogénica (MORATO et al., 2009; VILA et al., 2016).

A importancia clinica e de maior impacto em saude publica e animal da E. coli
ocorre pela presenca de linhagens patogénicas, que podem ser divididas em duas
categorias: entéricas e extraentéricas, podendo ainda serem classificadas como, E.
coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroinvasora
(EIEC), E. coli entero-hemorragica (EHEC), também chamada como produtora da
toxina de Shiga (STEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli aderente difusa
(DAEC), E. coli uropatogénicas (UPEC) e septicémicas (DE OLIVEIRA SOUZA et al.,
2016; CASAGRANDE, 2016; CDC, 2021).

As amostras patogénicas de E. coli isoladas sao classificadas em grupos ou
patotipos e caracterizadas de acordo com 0s mecanismos de invasao celular,
producdo de toxinas e manifestacdes clinicas em seus respectivos hospedeiros. As
bactérias do género Escherichia coli também sdo discriminadas em dois grandes
grupos: E. coli patogénica intestinal (Intestinal Pathogenic E. coli, INPEC) conhecida
também como diarreiogénica, ocasionando quadros de diarreia e alteracdes
intestinais no hospedeiro acometido, e E. coli patogénica extraintestinal (Extra-
Intestinal Pathogenic E. coli, EXPEC), de grande importancia, relatada tanto em
humanos e animais de qualquer faixa etaria, devido ao acometimento de outros
orgaos e sistemas, como, por exemplo, infe¢des do trato urinério (ITU e pielonefrite),
genital (piometra em cadelas), mastite e distarbios uterinos em vacas, meningite em
neonatos, afeccbes em tecidos moles, infec¢des intra-abdominais e pneumonia
(principalmente em humanos hospitalizados), dentre outras (YURI et al., 1999;
DEBROY et al., 2001; BELANGER et al., 2011; BOUZARI; JAFARI; ASLANI, 2012;
TORRES, 2017; DERAKHSHANDEH et al., 2018).

2.2.1 E.COLI ENTEROPATOGENICA (EPEC)

As linhagens de EPEC foram primeiramente reconhecidas como a mais versatil
entre as categorias de E. coli diarreiogénica, sendo classificadas em tipica (EPEC-t)
e atipica (EPEC-a). O principal reservatorio da EPEC-t € o ser humano, embora a sua
categoria original de EPEC apresente comportamento epidemioldgico restrito ao

homem, ocorréncias em alguns animais silvestres ja foram registradas. Em ambientes
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aguaticos ou terrestres a EPEC-a pode estar presente, sendo encontrada em
alimentos, bem como a uma ampla variedade de hospedeiros animais que podem ser
reservatérios e fonte de contaminacdo para o ambiente e transmissdo ao homem
(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; BOUZARI; JAFARI; ASLANI, 2012; DE
OLIVEIRA SOUZA et al., 2016).

EPEC representa a principal causa de disturbios entéricos (diarreia crbnica)
acompanhados de vomitos e febre em animais jovens e criangas de até um ano de
idade. O mecanismo da patogénese de EPEC é caracterizado pela intima adeséo da
bactéria e colonizacao no epitélio intestinal; ndo produzem nenhum tipo de toxina, mas
formam lesdes em formato de pedestais (attaching and effacing A/E), que por sua vez,
promovem modificagdes na constituicdo e destruicdo das microvilosidades, de modo
que alteram a capacidade de absorcao dos enterdcitos, levando consequentemente a
ma absorcao dos nutrientes, perda de peso, retardo de crescimento e alta letalidade
em pacientes jovens. A lesdo A/E é originada por genes que estéo inseridos numa ilha
de patogenicidade chamada LEE (Locus of Enterocyte Effacement); a aderéncia
localizada (AL) mediada pela fimbria BFP (bundle-forming pilus) e codificada pelo
gene plasmidial (EAF); sinais de transducdo e aderéncia intima promovida pela
intimina (gene eae) correspondem respectivamente os estagios de interacdo entre
EPEC e as células do epitélio intestinal (GOFFAUX et al., 2000; MOURA et al., 2009;
DE OLIVEIRA SOUZA et al., 2016; CASAGRANDE, 2016; ARAIS et al., 2018).

2.2.2 E.COLI ENTEROTOXIGENICA (ETEC)

As linhagens de ETEC acometem animais e seres humanos. A superficie da
mucosa do intestino delgado € colonizada, principalmente o ileo, onde ocorre a
producdo de enterotoxinas. A colonizacdo € mediada pela presenca de receptores
especificos para adesinas e fimbrias que atuam através da aderéncia dos
microrganismos no epitélio intestinal. Quadros de diarreia, colicas abdominais,
vomitos e desidratacdo sdo descritos por diferentes sorogrupos e sorotipos. A ETEC
€ considerada para a inddstria um patégeno de importancia, devido as perdas
econdmicas na producao de aves, suinos e bovinos. As toxinas podem ser produzidas
de forma isolada ou conjunta, sendo divididas em dois principais tipos: toxinas

termolabeis (LT) e termoestaveis (ST). As duas modificam as fun¢des dos enterocitos,
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embora ndo induzam alteracdes morfologicas no epitélio intestinal, aumentam a
secrecéo de fluidos para o lumen, provocando diarreia e acidose metabdlica (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004; BOUZARI; JAFARI; ASLANI, 2012; GOMES et al., 2016;
VEGA-MANRIQUEZ et al., 2020).

223 E. COLI  ENTERO-HEMORRAGICA (EHEC) OU
SHIGATOXIGENICA (STEC)

As linhagens de EHEC/STEC séo conhecidas tipicamente por pertencerem
a um grupo bem conhecido de patdgenos de origem alimentar distribuidos em todo o
mundo. A diarreia sanguinolenta aguda € a principal manifestacdo clinica, bem como
colite hemorragica (HC) e, em casos mais severos, provocam a sindrome hemolitico-
urémica (SHU), e até a morte. A patogenicidade esta estreitamente relacionada a
condensacdo da actina, destruicdo das microvilosidades, aderéncia intima aos
enterécitos (efeito A/E observado também em EPEC) e o transporte e producao da
toxina de Shiga pela E. coli produtora da toxina de Shiga toxina (STEC), também
descrita como E. coli verotoxigénica (VTEC), devido seu efeito citotéxico em células
Vero. A EHEC produz duas toxinas imunologicamente distintas, nomeadas
verotoxinas (VT1 e VT2). Devido a similaridade da atividade biolégica e estrutura das
VT e da toxina produzida por Shigella dysenteriae (ST), VT1 e VT2 sdo conhecidas,
também, como Shiga-like toxina 1 (SLT1) e Shiga-like toxina 2 (SLT2), posteriormente
foram renomeadas como Stx1 (VT1 ou SLT1), Stx2 (VT2 ou SLT2) e, atualmente por
STEC (MOURA et al., 2009; GOMES et al., 2016).

2.2.4 E. coli O157:H7 e sua importancia

O sorotipo 0157:H7 € um patdogeno emergente que pertence ao grupo das
EHEC, o sorotipo continua sendo reconhecido pelo mundo por causar doencgas graves
em seres humanos, devido as manifestagfes clinicas entéricas e renais. A E. coli
0157:H7 é considerado o mais importante patdogeno alimentar dessa classe. Algumas

espécies de animais sédo consideradas portadores assintomaticos de EHEC, sendo,
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portanto, as principais fontes de infeccdo deste patotipo (DANIEL DE PAULA,;
CASARIN; TONDO, 2014).

Os bovinos desempenham um papel importante neste ciclo de transmisséo,
pois sdo considerados reservatoérios da E. coli O157:H7 e podem excretar o agente
pelas fezes. O contato do ser humano com carcacas contaminadas por dejetos
durante o abate, bem como, o consumo de variados tipos de alimentos, carne bovinas
moidas, suinas e de frango, além de embutidos mal cozidos, alimentos ndao carneos,
legumes e verduras contaminadas, dgua e o ambiente sdo meios de transmissao que
ocasionam surtos e casos esporadicos de E. coli O157:H7 (LIM; YOON; HOVDE,
2010; CASAGRANDE, 2016; FAULA, 2016).

E. coli O157:H7 tem a capacidade de persistir e sobreviver em diversos tipos
de ambientes e reservatorios de animais. Ha relatos de E. coli O157:H7 em fezes de
animais domésticos sem sinais entéricos (MORATO et al., 2009). Surtos de diarreia
sanguinolenta aguda sdo descritos em grandes proporcbes, sendo que 0s
hospedeiros acometidos podem apresentar enfermidades de diferentes formas, de
grau moderado a severo, entre elas, colite hemorragica (HC), sindrome hemolitico-
urémica (SHU) e trombocitopenia trombotica purpura (TTP) (DANIEL DE PAULA,;
CASARIN; TONDO, 2014).

Nos ultimos anos, varios estudos tém sido realizados para a identificacdo dos
fatores de viruléncia e os mecanismos da patogénese de E. coli O157:H7. Foram
identificados trés principais fatores de viruléncia: a toxina Shiga, a presenca dos genes
responsaveis pela lesdo A/E presentes na ilha de patogenicidade conhecida como
LEE (Locus of Enterocyte Effacemene) e o plasmideo O157 (pO157). Ao colonizar o
epitélio intestinal, o microrganismo se liga intimamente ao intestino e induz a
destruicdo das microvilosidades (lesdo A/E), a presenca do LEE esta fortemente
associada a doenca. A E. coli O157:H7 contém o plasmideo pO157, uma estrutura
dindmica que inclui diferentes elementos genéticos méveis; a patogenicidade e
mecanismos de escape para a resposta imune do hospedeiro ocorre devido a
presenca de plasmideo de viruléncia. (LIM; YOON; HOVDE, 2010; LARA ROSA,;
FERREIRA BARROS; DE OLIVEIRA SANTOS, 2016).
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225 E. COLI ENTEROINVASORA (EIEC), E. COLI
ENTEROAGREGATIVA (EAEC) e E. COLI DE ADERENCIA
DIFUSA (DAEC)

Os patotipos EIEC, EAEC e DAEC estdo correlacionados as infecces
intestinais em criancas e adultos e apresentam patogenicidades diferentes, sendo a
EIEC invade as células epiteliais e infecta as células adjacentes no espacgo
intercelular, enquanto na EAEC é caracterizada pelo padrdo agregativo, observado
nas ceélulas entéricas; fator especifico de colonizacdo com formacao de biofilme,
causando a destruicdo, erosao epitelial e deformidade das vilosidades. Na DAEC a
aderéncia é mediada por adesinas, induzindo modificacbes nas células epiteliais do
intestino que emitem uma estrutura que se projeta da membrana celular para envolver
a bactéria. A patogenicidade da EIEC, EAEC e DAEC nédo estdo esclarecidas em
afeccdes entéricas de animais domésticos (MORATO et al., 2009; MEGID et al.,
2016).

2.3 EPIDEMIOLOGIA

Com distribuicdo mundial, as infec¢des por E. coli podem afetar inimeras
espécies suscetiveis, acometendo desde o0s animais domésticos, as criacdes
pecuarias, exemplares silvestres, selvagens e o homem. A colibacilose € uma das
principais causas de afeccfes entéricas que provoca morbidade, e em casos mais
severos, a mortalidade de animais de producéo (bovinos, equinos, suinos, bubalinos,
caprinos e ovinos) e criagdes intensivas de aves, resultando em perdas econdmicas
irreparaveis (DE OLIVEIRA SOUZA et al., 2016).

Por pertencer a microbiota entérica, considera-se que todo animal de sangue
guente seja capaz de carregar 0 microrganismo no intestino e, desta forma, os
proprios animais sdo considerados fontes de infeccdo, pois eliminam o agente no
ambiente através das fezes. A manifestacdo da doenca pode ocorrer em casos
isolados ou em surtos. Os sorotipos patogénicos de E. coli podem ser veiculados pela
agua nao tratada, alimentos e utensilios contaminados, tornando-se as principais vias
de transmissdo que acometem hospedeiros suscetiveis (TORRES, 2017,
DERAKHSHANDEH et al., 2018).
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A deficiéncia de condicfes higiénico-sanitarias, como o acumulo de dejetos e
matéria organica no ambiente, mudancas bruscas de temperatura, umidade e
ventilagao, modificacdes em regime alimentar ou desmame, bem como, a criagdo de
um grande numero de animais confinados com diferentes idades e categorias, sao
alguns dos principais fatores que predispdem a infeccéo por E. coli (GREENE et al.,
2015; MEGID et al., 2016).

A morbimortalidade dos animais acometidos nas infec¢gfes entéricas € variavel,
pois depende da espécie, idade, saude do animal, bem como a complexidade dos
fatores de viruléncia da linhagem (DEBROY et al., 2001; YURI et al., 1999;
BELANGER et al., 2011; CARVALHO et al., 2016; TORRES, 2017).

2.4 RESISTENCIA AMBIENTAL DE E. coli

Os microrganismos séo utilizados como indicadores na avaliagéo da qualidade
microbiologica da agua ou alimentos, por fazer parte da microbiota intestinal, tendo
como habitat exclusivo, o trato gastrointestinal do homem e dos animais. A E. coli é
utilizada como indicador de contaminacdo de origem fecal presente na agua e de
contaminacdo fecal da qualidade higiénico-sanitaria do alimento. Técnicas
laboratoriais rapidas e precisas para deteccao, além de apresentar alta resisténcia ao
ambiente extra enteral, classificam a E. coli como um bom microrganismo indicador
(SOUTO et al., 2015).

Em ambientes favoraveis, onde ndo ha incidéncia direta de luz solar, a E. coli
pode permanecer viavel por semanas, em agua contaminada ou fezes, no entanto,
elas ndo resistem a desinfetantes comuns em concentragcfes que variam de 3% a 5%,
como, por exemplo, hipoclorito de sédio, iodo, aménio quartenario e lisoformes. As
condicbes de tempo e temperatura das técnicas comumente empregadas na
pasteurizacao do leite (técnica lenta, rapida e UHT) inativam a E. coli. Até mesmo a
fervura do leite pode inativa-la n&o interferindo, entretanto, nas eventuais toxinas
termoestaveis (MEGID, et al., 2016).
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3 IMPORTANCIA EM SAUDE PUBLICA E RESISTENCIA AOS
ANTIMICROBIANOS

A infeccao por E. coli ocasiona graves prejuizos a industria de producao animal.
Na avicultura, surtos de E. coli patogénicas representam perdas de até 20% do plantel,
além de diminuicdo da taxa de crescimento e condenacao de carcacas. Em bovinos,
disturbios entéricos e extraentéricos sdo constantemente relatados. Mastite em vacas
por E. coli afeta diretamente a qualidade do leite, tornando onerosa a producao de
leite e de seus derivados (BELANGER et al., 2011; LANGONI, 2017).

O impacto na suinocultura, frequentemente relatado nas primeiras semanas de
vida dos animais, € a diarreia neonatal, a doenca do edema e quadros entéricos na
fase de pés desmame. Em suinos adultos, as ITUs sdo uma importante causa de
mortalidade. A manifestacdo septicémica, em peqguenos ruminantes, é mais comum
gue as enfermidades gastrointestinais, sendo relatada casos de pneumonia, artrite ou
encefalite, de alta letalidade e secundarias a sepse (COSTA et al., 2009).

A colibacilose ndo impacta somente os animais de producao. Nos ultimos anos,
em varias partes do mundo, surtos de enfermidades humanas foram atribuidas as
doencas transmitidas por alimentos (DTA). Nesse contexto, a presenca de EHEC
0157:H7 em agua ou alimentos indica contaminacéo fecal. Considerada um patégeno
emergente de origem alimentar, com importancia zoonética estabelecida, sua infecgao
resulta em quadros agudos de diarreia leve a sanguinolenta, e em casos mais severos
a sindrome hemolitico-urémica (SHU) e morte (DEBROY; MADDOX, 2001; FAULA,
2016; KIFLU et al., 2017).

Além dos casos de E. coli diarreiogénica por DTA, um fator que ameaca a
Saude Publica diz respeito do uso indiscriminado e arbitrario de antimicrobianos no
tratamento de doencas humanas e animais. Esta pratica tem impactado diretamente
no surgimento de bactérias resistentes (BELANGER et al., 2011; VEGA-MANRIQUEZ
et al., 2020).

A descoberta revolucionaria dos antibiéticos poupou milhdes de vidas. Doencas
gue no passado eram a causa comum de mortes em pacientes, foram tratadas com
éxito apos a introdugdo dos antimicrobianos, reduzindo as taxas de mortalidade e
morbidade. A penicilina é o antibiotico mais utilizado no mundo, mas infelizmente,
anos mais tarde surgiram o0s primeiros relatos de resisténcia ao principio ativo
(HUTCHINGS et al., 2019; GAYNES, 2017).
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Os antimicrobianos séo o pilar da saude publica, ainda que milhdes de pessoas
venham se beneficiando de forma curativa ou preventiva, direta ou indireta, frente aos
agentes antimicrobianos, o emprego inadequado ou ndo racional, aumenta a pressao
seletiva para estirpes multirresistentes. A resisténcia a multiplas drogas resulta em
baixa eficacia de antibacterianos, o tratamento torna-se oneroso, dificil e em muitos
casos, a resisténcia abrange o repertorio dos agentes terapéuticos disponiveis,
tornando-se um desafio e até mesmo impossivel o tratamento de pacientes (VILA et
al., 2016; FAULA, 2016; JARLIER et al., 1988).

Outro impacto € o uso exagerado de antimicrobianos que resulta na
contaminacdo do ambiente (VILA et al., 2016). Ao acumular no solo, os residuos
antimicrobianos podem ser transportados através do escoamento superficial, ou pelo
processo de lixiviagdo, em que séo carreados para os corpos hidricos. Além do mais,
0s residuos presentes no solo, podem ser absorvidos nos tecidos de origem vegetal
para consumo, tornando, por este motivo, estes alimentos um risco a saude humana
(PUVACA; FRUTOS, 2021). Por ano, estima-se que 2 milhdes de pessoas sejam
acometidas por patdgenos bacterianos que apresentam resisténcia a algum tipo de
antimicrobiano, e deste grupo, cerca de 23.000 morrem devido a multirresisténcia
(THUNGRAT et al., 2015; TORRES, 2017).

A E. coli apresenta grande relevancia na microbiologia médica, uma vez que
tem a capacidade de provocar infec¢des graves em humanos e animais. Desta forma,
diversos patotipos de E. coli sdo considerados um reservatério importante de genes
de resisténcia a antimicrobianos que podem ser encarregados por falhas de
tratamento em humanos e na medicina veterinaria (PUVACA; FRUTOS, 2021;
TORRES, 2017; SALGADO-CAXITO etal., 2021; CARVALHO et al., 2016; TOOMBS-
RUANE et al., 2020).

A literatura cientifica oferece uma abundancia de relatos de pesquisa sobre o
comportamento dos mecanismos de resisténcia, porém mais estudos sdo necessarios
(SELLERA et al., 2018). Devido as suas particularidades, a E. coli & oferece um
parametro atual de resisténcia antimicrobiana; a deteccao beta-lactamase de espectro
estendido (ESBLS), carabapenemases ou mecanismos de resisténcia a quinolona
mediada por plasmideo (PMQR) séo destacados como o0s principais exemplos de
mecanismos de resisténcia (VILA et al., 2016).

A capacidade do microrganismo produzir enzimas que inativem a acao dos

antimicrobianos esta cada vez mais comum, a producdo de ESBL dificulta o
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tratamento de infecgcbes, pois as beta-lactamases degradam os antibioticos beta-
lactamicos (JARLIER et al., 1988; TOOMBS-RUANE et al., 2020).

Nos ultimos anos, um crescente nimero de genes de resisténcia de E. coli, tem
sido identificado, o0 que representa um sério problema em escala global, pois os fatores
gue aceleram este processo ainda sao pouco conhecidos. Por fazer parte da
microbiota intestinal, ao ter contato com os demais microrganismos que compartilham
0 mesmo ambiente de vida, € capaz de transferir ou adquirir tracos genéticos
resistentes de outras bactérias (PUVACA; FRUTOS, 2021; YURI et al., 1999; OBENG
et al., 2012; DERAKHSHANDEH et al., 2018).

4 IMPORTANCIA EM ANIMAIS DE COMPANHIA

A importancia de E. coli em animais de companhia se da pela manifestacédo de
afeccBes entéricas e geniturinérias. Ha relatos de casos de infec¢ao uterina e do trato
urindrio em cadelas com a linhagem de E. coli patogénica de origem entérica
(SIQUEIRA et al., 2009). Por sua versatilidade e potencial patogénico, E. coli é
caracterizada por acometer uma ampla gama de hospedeiros (CARVALHO et al.,
2016).

Familias modernas tem como parte integrante da familia os animais de
estimacdo. Como citado anteriormente, a E. coli habita na microbiota normal do trato
gastrointestinal de humanos, animais de sangue quente, inclusive animais de
companhia. Neste contexto, ha uma preocupacao quanto a potencial possibilidade do
compartilhamento de bactérias comensais e multirresistentes entre animais de
estimacéao e seus tutores (DERAKHSHANDEH et al., 2018).

A cada ano, a populacédo de cées e gatos tem aumentado, e desta forma, o
estreito vinculo entre humanos e animais de companhia propicia oportunidades de
intercambio de microrganismos, dentre eles patdégenos. Os animais de companhia
podem ser considerados sentinelas de resisténcia no ecossistema humano, caes
demonstraram a capacidade de ser fonte potencial de cepas multirresistentes de E.
coli (CARVALHO et al., 2016; GRINBERG et al., 2017; KARKABA et al., 2019).

A literatura aponta o compartilhamento de clones, bem como a transmisséo de
interespécies de E. coli, em um ambiente onde habitam animais es estimacéo e seres

humanos. Os caes podem adquirir e compartilhar E. coli resistente a antimicrobianos
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com humanos, sendo um reservatorio potencial para E. coli patogénica que causam
ITU no homem (HARADA et al., 2012; JOHNSON et al., 2008; STENSKE et al., 2009;
GUARDABASSI, et al., 2004).

Além disso, gatos sem quadros diarreicos sao portadores potenciais de EPEC
para humanos, dado ao seu estreito comportamento e proximidade a familia e
criancas, e com isso, a prevaléncia € expressivamente significativa (MORATO et al.,
2009). Estudos analisaram os marcadores de viruléncia de cepas de EPEC humana,
e de seus animais de companhia. Cepas enteropatogénicas de EPEC tipicas,
dificilmente séo isoladas de animais, entretanto, os humanos s&o considerados o
principal reservatério natural para este patdgeno. Em contrapartida, cepas de EPEC
atipicas estdo presentes tanto em animais saudaveis quanto doentes. Logo, 0S
animais foram considerados reservatorios e fonte de infec¢do de cepas de EPEC
atipicas para humanos (MOURA et al., 2009).

O papel do animal de estimacgédo como fonte de infeccédo de patégenos entéricos
para humanos vem sendo discutido nos ultimos anos, as cepas frequentemente
relatadas de importancia aos caes sédo EPEC e ETEC. (MORATO et al., 2009; ARAIS
et al., 2018). A eliminacéo de fezes com E. coli por animais de companhia, representa
uma importante fonte de transmissdo zoonética de patdgenos. Além disso, a
defecacéo incontrolavel de animais com diarreia favorece a disseminacao de E. coli
para animais néo diarreicos. E importante ressaltar, que os isolados de E. coli s&o
potenciais reservatérios de genes de resisténcia antimicrobiana e a presenca deste
patdgeno nas fezes de cdes e gatos, representa risco a Saude Publica (MORATO et
al., 2009; VEGA-MANRIQUEZ et al., 2020; ALMEIDA et al., 2012; PUNO-
SARMIENTO et al. 2013).

Por outro lado, humanos também atuam como reservatorio, existindo a
possibilidade de que alguns animais, principalmente os animais de estimacéo,

contraiam cepa de EPEC por meio de fezes humanas (MORATO et al., 2009).

5 DIAGNOSTICO

Existem diversas metodologias utilizadas como ferramenta de diagndéstico para
a colibacilose, baseadas em métodos diretos com o objetivo de identificar o agente,

através do cultivo microbiologico, ou pela deteccdo de anticorpos, por meio de
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técnicas soroldgicas, sendo este, métodos indiretos. A caracterizagcdo bioquimica,
como também a caracterizacdo de sorogrupos e sorotipos sdo utilizadas para
identificar as linhagens de E.coli. (GREENE et al., 2015; MEGID et al., 2016).

Em animais com manifestacdes entéricas, o cultivo bacteriolégico é o
diagndstico de eleicdo para o diagnostico das infeccdes por E. coli. Algumas medidas
importantes devem ser tomadas com o material coletado, podendo elas influenciar na
presenca da bactéria nas amostras. Utilizando-se luvas de palpacéo, recomenda-se
coletar as fezes diretamente do reto (aproximadamente 50g), ap0s a coleta, manter o
material em condicdes de refrigeracdo (4 a 8°), e encaminhar ao diagndstico
laboratorial, para a pesquisa dos principais enteropatdgenos (bacterianos, parasitarios
e virais) que acometem os animais (DE OLIVEIRA SOUZA et al., 2016).

Para o isolamento de bactérias entéricas, também € possivel realizar a coleta
de fezes com o auxilio de swabs, entretanto, por este meio se obtém uma pequena
guantidade de material, limitando o diagndstico simultaneo de enteropatégenos virais,
bacterianos e parasitarios. Nos casos de infeccdes extraentéricas, amostras de
sangue, liquor, urina, lavado transtraqueal, liquido sinovial, 6rgaos, raspado de pele,
secrecdo de conduto auditivo, uterina e leite sdo destinados ao cultivo microbiano
(MEGID et al., 2016).

ApoOs o isolamento e a identificacdo, € realizada a caracterizacao dos fatores
de viruléncia das amostras. Conhecer a composi¢cao genética da bactéria € uma
importante contribuicdo para os estudos da epidemiologia molecular, sendo possivel
compreender os fatores de viruléncia e os mecanismos patogénicos do agente, o
entendimento desses mecanismos, proporcionam melhor o desenvolvimento de
especificas ferramentas de diagndsticos para identificar e categorizar os diferentes
patotipos de E. coli (BOUZARI; JAFARI; ASLANI, 2012).

O “método de Clermont” (figura 1) permite identificar e classificar as amostras
de E. coli em filogrupos. No ano de 2000, o emprego deste método rapido e simples
proporcionou o0 uso da tipagem filogenética utilizando a técnica de PCR. Em 2013,
este método foi aperfeicoado, através da PCR quadruplex. Com a padronizacdo do
MLST (multi-locus sequence typing), tornou-se possivel identificar sete filogrupos;
embora o teste possa ser utilizado para identificar diversidade genética de E. coli, a
MLST consiste em uma técnica laboriosa e de custo elevado (CLERMONT;
BONACORSI; BINGEN, 2000; CLERMONT et al., 2013; CLERMONT et al., 2019).
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Figura 1 — Perfis Quadruplex PCR do novo método de filotipagem de “Clermont”.

Fonte: Imagem cedida gentilmente pela Doutora Natalia Carrillo Gaeta (2021)

O Teste de susceptibilidade bacteriana e caracterizacao fenotipica de isolados
de beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) por teste aproximacao dos discos
(“Double-Disk Screening”) sao utilizados para a confirmagéo do fendtipo de de E. coli
com beta-lactamase de espectro estendido (BSL) (Jarlier et al. 1988). O emprego das
técnicas moleculares, poupam o inconveniente uso de animais de laboratorio,
utilizados nas provas classicas, além de possibilitar a deteccao de toxinas e demais
fatores de viruléncia, favorecendo assim, o avan¢co no conhecimento da
epidemiologia, patogenicidade e diagnéstico do agente (DE OLIVEIRA SOUZA et al.,
2016).
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6 JUSTIFICATIVA

Na medida que os anos foram passando, a domesticacao de caes e gatos tornou
a convivéncia do homem cada vez mais proxima e afetuosa com os animais de
companhia, desta forma, o aumento crescente da populacdo de caes e gatos e 0
estreito vinculo entre estes animais e seres humanos, favorecem a ocorréncia de
doencas zoondticas.

Estudos destacam o compartilhamento de clones, bem como a transmissdo de
interespécies de E. coli, em um ambiente onde habitam animais es estimacéao e seres
humanos. Os humanos também podem atuar como reservatérios, existindo a
possibilidade de que alguns animais, principalmente os animais de companhia,
contraiam cepa de E. coli patogénicas.

Alguns isolados de E. coli sdo potenciais reservatorios de genes de resisténcia
antimicrobiana e a presenca deste patdgeno nas fezes de caes e gatos, representa
risco a Saude Publica, o papel dos animais de companhia vem sendo discutido nos
altimos anos, pois podem atuar tanto como elos epidemiolégicos ou sentinelas de E.
coli patogénicas ou multirresistentes a antimicrobianos.

Em vista do exposto, considerando as importancias levantadas, por existirem
poucos trabalhos epidemioldgicos no Brasil com pequenos animais, este estudo tem
como justificativa que o monitoramento dos seres humanos e animais de companhia,
juntamente com os dados sobre a epidemiologia, 0 conhecimento sobre as
caracteristicas genotipicas, fatores de viruléncia, distribuicdo filogenética de amostras
de E. coli e resisténcia aos antimicrobianos, sédo dados que contribuirdo para medidas
de controle e de transmissdo interespécies, reduzindo o impacto da E. coli e

conseguentemente a melhoria da Saude Publica.
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7 OBJETIVOS

Caracterizar de isolados de E. coli provenientes de amostras de fezes de cées

e gatos enviadas para coproparasitologico

Obijetivos Especificos

Identificar os patotipos dos isolados de E. coli

e |dentificar os fatores de viruléncia dos isolados de E. coli

o Verificar o perfil fenotipico de sensibilidades aos antibioticos

e Verificar a presenca de isolados com o perfil fenotipico beta-lactamase

de espectro estendido



34

8 MATERIAIS E METODO

8.1 Caracterizacao das amostras

Foram processadas fezes de cdes e de gatos, que foram enviadas a um
laboratorio particular sediado na cidade de Botucatu, para 0 exame
coproparasitolégico no periodo compreendido entre margo a outubro de 2021. Apos
0 exame realizado, as amostras foram doadas para a realizagao do isolamento de E.
coli. Foram utilizadas fezes de 35 animais, sendo 3 felinos, 31 cdes e 2 que nao foi

possivel a identificacdo da espécie. A amostragem foi de conveniéncia.

8.2 Isolamento bacteriano

Foi realizado o esgotamento da amostra de fezes em meio seletivo de agar
MacConkey e incubadas a 37°C por 18 a 24h. Trés col6nias lactose positivas e com
morfologia compativel com E. coli foram selecionadas ao acaso e semeadas em agar
sangue por 24 horas. As coldnias foram armazenadas em agar nutriente e estocadas
em temperatura ambiente. Para a realizacao dos fatores de viruléncia e caracterizacao
dos filogrupos, os isolados foram armazenados em Tris-EDTA pH 7,4 (TE, 0,1M Tris,
0,01M EDTA) e congelados a -20°C.

8.3 ldentificacéo das colbnias

A identificac@o dos isolados foi realizada através da espectrometria de Massa
por ionizacdo com dessorcao a laser assistido por matriz e analisador de tempo de
voo (MALDI-TOF MS).

8.4 Identificacéo do filogrupo

Os isolados foram agrupados nos filogrupos A, B1, B2, C, D e F utilizando uma

PCR direcionada para os genes arpA, chuA, yjaA, TspE4 (Clermont et al., 2013).
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8.5 Caracterizacao dos fatores de viruléncia

Os seguintes genes de fatores de viruléncia foram pesquisados: stx1, stx2, eae,
aggR, cnfl e cnf2, utilizando os protocolos descritos por Franck et al (1998), Tokuda
et al (2010) e Blanco et al (1996). Os isolados foram classificados em patotipos de
acordo com a presenca dos genes: i. STEC (gene stx), ii. EHEC (genes stx mais eae),
iii. EPEC (gene eae), iv. EAEC (gene aggR) e v. NTEC (gene cnf) (Coura et al 2014).
As amostras de E. coli de referéncia foram DL933 (eaeA, stx1, stx2, ehxA, iha, toxB,
efal), EAEC 042 (astA, aggR, aaf, pet) e S5 (cnf).

8.6 Teste de susceptibilidade bacteriana

Os isolados bacterianos foram testados para suscetibilidade microbiana
através do método de disco difusdo de acordo com o guia Clinical Laboratory
Standarts Institute (CLSI, 2017 e CLSI, 2020). Os discos de antibiéticos utilizados
foram: cefoxitina 30 pg (CFO); ciprofloxacina 5 pg (CIP), gentamicina 10 pg (GEN),
sulfametoxazol 23,5 pg/trimetropim 1,25 ug (SUT), amicacina 30 pg (AMI), ertapenem
10 pg (ERT), enrofloxacina (ENO), tetraciclina 30 ug (TET).

8.7 Caracterizacdo fenotipica de isolados de beta-lactamases de espectro

estendido (ESBL) por Teste aproximagao dos discos (“Double-Disk Screening”)

Foi realizado o teste de aproximacao dos discos para a triagem de E. coli com
beta-lactamase de espectro estendido (BSL) (Jarlier et al. 1988). O método constituiu
da utilizacdo da prova de disco de difusdo de cefotaxima, cefepime, ceftazidima, e
ceftriaxona com um disco central contendo um inibidor de [-lactamase
(amoxicilina/acido clavulanico). Os discos foram colocados a uma distancia de
aproximadamente 20 mm, em relagao ao disco contendo o inibidor de B-lactamase. O
teste foi considerado positivo quando foi observado a “zona fantasma” entre um dos

discos externos e o central (amoxicilina/acido clavulanico).
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8.8 Andlise Estatistica

Para a analise dos dados foi utilizada uma estatistica descritiva, com auxilio de
planilha eletrénica utilizando o programa Microsoft Office 365 Excel.
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9 RESULTADOS

Foram analisados 102 isolados de E. coli provenientes de cées e gatos, desses
30,4% (31/102) pertenciam ao filogrupo A, 25,5% (26/102) pertenciam ao filogrupo B2,
18,6% (19/102) ao F, 15,7% (16/102) ao filogrupo D, 3,9% ao B1 (4/102) e C (4/102)
e 2% (2/102) ao E (Gréfico 1).

Grafico 1. Distribuicdo dos isolados de E. coli de acordo com os filogrupos
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Em relacéo aos fatores de viruléncia foram identificados os patotipos STEC (E.
coli produtora de toxina Shiga) e EHEC (E. coli enterohemorragica), sendo encontrado

84 isolados classificados como STEC e 18 isolados como EHEC (Grafico 2).
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Grafico 2. Distribuicdo dos isolados de E. coli de acordo com os patotipos
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A distribuicao entre Filogrupo e Patotipo pode ser observada no grafico 3.

Grafico 3. Distribuicdo dos isolados de E. coli de acordo com o0s patotipos e
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Dos 31 isolados pertencentes ao Filogrupo A, todos apresentaram a presenca
do gene stx2 e 7 0 gene aea. Quatro isolados apresentaram fenétipo de beta
lactamase de espectro estendido. Os 31 isolados foram sensiveis a cefaloxitina, 22

foram sensiveis (S) a ciprofloxacina, 4 demonstraram sensibilidade intermediaria (1) e
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5 foram classificados como resistentes (R); 28 foram sensiveis e 3 resistentes a
gentamicina; 22 foram sensiveis e 9 resistentes ao sulfametrazol/trimetropim; 30
foram sensiveis e 1 resistente a amicacina; 30 foram sensiveis e 1 mostrou
sensibilidade intermediaria ao ertapenen; 25 foram sensiveis, 3 possuiam
sensibilidade intermediaria e 3 resistentes ao enrofloxacino; para a tetraciclina, 23
apresentaram sensibilidade, 2 foram classificados como intermediarios e 3 resistentes
(Quadro 1). As linhas em sequéncia com as mesmas cores representam os isolados
de um Unico animal. Os isolados identificados como 7 e 45 s&o de felinos, os demais

sdo de caes.

Quadro 1 — Perfil de viruléncia e sensibilidade microbiana dos isolados de E.
coli de caes e gatos pertencentes ao Filogrupo A. Sdo Paulo, 2021

Gene para
Antibidticos fator de
ID | BSL viruléncia
CF | ClI |ENO |GEN |AMI |SUT | ERT | TET | stx2 | eae
@) P
2 + S R R R S R S I + -
3 |+ S R S R S R S S + -
4 |- S S S S S S S S + +
7 |- S S |S S S R S | + -
9 |- S S S S S S S S + -
18 | - S S S S S S S S + -
19 |- S S |S S S S S R + -
20 |- S S S S S S S S + -
) S ) ) ) S ) )
) S ) ) ) S S S
26 |- S S S S S S S S + +
27 | - S S S S S S S S + +
28 | - S S |S S S S S S + -
29 | - S S |S S S S S S + -
30 |- S S |S S S S S S + +
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53 |+ S R I S S R S S + -
54 | - S S S S S R S S + -
55 |+ S I S S S R S S + -
58 |- S I I S S R S R - -

A Tabela 1 e o Grafico 4 mostram a frequéncia relativa do perfil de sensibilidade

aos antimicrobianos dos isolados pertencentes ao Filogrupo A

Tabela 1 - Frequéncia relativa em porcentagem do perfil de sensibilidade

microbiana dos isolados obtidos de cées e gatos do Filogrupo A

Perfil
(%) Antibioticos
CFO CIP  ENO GEN AM SUT ER TET
T
Sensivel 100 71 80 90 97 71 97 74
Intermediario Q 13 10 0 0 0 3 6

Resistente 0 16 10 10 3 29 10 19
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Grafico 4 - Frequéncia relativa do perfil de sensibilidade microbiana dos

isolados obtidos de cées e gatos pertencentes ao filogrupo A

Iannbmncos
100%

0%
80%
T0%
60%
50%
40%
30%
20%
10%

0%

CIP

m Sensivel wmintermedidria Resistente

Vinte e seis isolados do Filogrupo B2 apresentaram a presenca do gene stx2 e
em quatro foi detectado a presenca do gene aea. Vinte e cinco isolados foram
sensiveis e um resistente a cefaloxitina; 25 foram sensiveis e um apresentou
sensibilidade intermediaria a ciprofloxacina; 25 apresentaram sensibilidade e 1,
intermediario a enrofloxacina; 24 foram classificados como sensiveis e 2 foram
intermediarios a gentamicina; 24 foram sensiveis e 2, resistentes a amicacina; 19
sensiveis e 7 resistentes ao sulfametrazol/trimetrpim; 24 foram sensiveis e 2
resistentes ao ertapenen; 15 foram sensiveis, 1 demostrou sensibilidade intermediaria
e 9 foram resistentes a tetraciclina (Quadro 2). As linhas sequenciais com as mesmas
cores representam os isolados de um uUnico animal. Os isolados identificados como

44, 62, 64 sao de felinos, os demais sao de caes.
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Quadro 2 — Perfil de viruléncia e sensibilidade microbiana dos isolados de cées e gatos

pertencentes ao Filogrupo B2. Séo Paulo, 2021
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Na Tabela e gréafico 5 estdo demonstradas as frequéncias relativas do perfil de

sensibilidade antimicrobiana do filogrupo B2.

Tabela 2 - Frequéncia relativa em porcentagem do perfil de sensibilidade

microbiana dos isolados obtidos de cées e gatos do Filogrupo B2

Perfil
(%) Antibidticos
CFO CIP ENO GEN AM SUT ERT TET
S 96 96 96 92 92 73 92 62
| 0 0 4
R 27 35

Grafico 5 - Frequéncia relativa do perfil de sensibilidade microbiana dos

isolados obtidos de cées e gatos pertencentes ao filogrupo B2
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Dos isolados pertencentes ao Filogrupo F, 18 apresentaram a presenca do
gene stx2 e 1, o gene aea. Os 19 isolados foram sensiveis a cefaloxitina, e ao
ertapenen; 18 sensiveis e um resistente a ciprofloxacina, a enrofloxacina, a

gentamicina e a associacdo de sulfametrazol/trimetropim; 15 apresentaram
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sensibilidade, 2 sensibilidades intermediaria e 2 foram resistentes a tetraciclina; 18
foram sensiveis e 1 apresentou sensibilidade intermediaria a amicacina. Um isolado
apresentou caracteristica fenotipica para beta lactamase de espectro estendido
(Quadro 3). As linhas em sequéncia com as mesmas cores representam os isolados
de um Unico animal. Os isolados identificados como 6, 8 e 63 sdo de felinos, os demais

sdo de caes.

Quadro 3 — Perfil de viruléncia e sensibilidade microbiana dos isolados de cées

e gatos pertencentes ao Filogrupo F. Sédo Paulo, 2021

antibidticos Gene para
fator  de

ID | BSL viruléncia
CF |ClI |ENO | GEN |AMI |SUT | ERT | TET | stx2 | eae
@) P

1 + S R R R S R S I + -

6 |- S S S S S S S S + -

8 |- S S S S S S S S + -

10 |- S S |S S S S S S + -

11 | - S S S S S S S S + -

13 |- S S S S S S S R + -

14 | - S S |S S I S S R + -

41 | - S S S S S S S S + -

42 | - S S S S S S S S + -

43 | - S S |S S S S S S + -

57 |- S S S S S S S S + +

63 |- S S S S S S S S + -

88 | - S S |S S S S S S + -

89 |- S S S S S S S S + -

90 | - S S S S S S S S + -

92 |- S S |S S S S S S + -

95 | - S S |S S S S S | + -

97 | - S S S S S S S S + -

99 | - S S |S S S S S + -
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Na Tabela e Grafico 6 estdo representadas as frequéncias relativas dos perfis

de sensibilidade dos isolados do Filogrupo F

Tabela 3 - Frequéncia relativa do perfil de sensibilidade microbiana dos isolados

obtidos de cées e gatos do Filogrupo F

Perfil
(%) Antibidticos

CFO CIP ENO GEN AM SUT ERT  TET
S 100 95 95 95 95 95 100 79
I 0 0 0 0 11
R 0 5 5 0 11

Gréfico 6 - Frequéncia relativa do perfil de sensibilidade microbiana dos
isolados obtidos de cées e gatos pertencentes ao filogrupo F
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Os isolados do Filogrupo D apresentaram 100% de sensibilidade a cefaloxitina
(16/16); 15 foram sensiveis e 1 resistente aos antibidticos ciprofloxacina,
enrofloxacina, gentamicina, amicacina e ertapenem. Dez isolados foram sensiveis e 6
resistentes a associacao de sulfametrazol/trimetropim e 6 apresentaram sensibilidade,
8 resistentes e 2 sensibilidades intermedidria para a tetraciclina. Dois isolados
apresentaram os dois genes de viruléncia (stx2 e eae), os demais apenas 0 gene stx2
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(Quadro 4). As linhas em sequéncia com as mesmas cores representam os isolados
de um unico animal. Os isolados identificados como 50, 51 e 52 né&o foi possivel definir

a espécie animal, os demais isolados sé@o provenientes de caes.

Quadro 4 — Perfil de viruléncia e sensibilidade microbiana dos isolados de caes

e gatos pertencentes ao Filogrupo D. Séao Paulo, 2021

Gene para
antibioticos fator  de
ID | BSL viruléncia
CF |ClI |ENO | GEN |AMI |SUT | ERT | TET | stx2 | eae
@] P

12 | - S S S S S S S R + -

33 |- S S |S S S R S R + -

34 |- S S |S S S R S R + -

35 |- S S S S S R S R + -

36 | - S S |S S S R S R + -

37 | - S S |S S S R S R + -

38 | - S S R S S S S S + -

39 |- S S |S S S S S S + -

40 | - S I S S S S S S + -

50 | - S I S S S S S S + -

51 | - S I S S S S S S + +
52 |- S I S S S S S S + -

82 | - S S S S S S S R + +
83 | - S S |S S S S S I + -

84 | - S S |S S S S S I + -

10 | - S I S R R R R R + -

1

A tabela 4 e o gréafico 7 mostram a frequéncia relativa do perfil de sensibilidade

dos antimicrobianos utilizados dos isolados do filogrupo D.
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Tabela 4 - Frequéncia relativa do perfil de sensibilidade microbiana dos isolados

obtidos de cées e gatos do Filogrupo D

Perfil
(%) Antibioticos

CFO CIP ENO GEN AM SUT ERT  TET
S 100 69 94 94 94 63 94 38
I 0 31 0 0 0 0 0 13
R 0 0 6 6 6 38 6 50

Gréfico 7 - Frequéncia relativa do perfil de sensibilidade microbiana dos
isolados obtidos de caes e gatos pertencentes ao filogrupo D.
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Tanto os isolados do filogrupo B1 quanto do E foras sensiveis a todos 0s
antibioticos testados e ndo apresentaram o padrdo fenotipico de beta-lactamase
estendida. Os isolados do filogrupo B1 apresentaram a presenca do gene stx2, mas
nao do eae, ao contrario dos isolados do filogrupo E que apresentaram os dois genes.
Todos os isolados foram provenientes de caes, 3 individuos para o B1, sendo que um
tem dois isolados e 2 para o E, cada animal com um isolado.

Dos quatro isolados pertencentes ao filogrupo C, 2 apresentaram sensibilidade
aos antibiéticos testados e 2 foram resistentes a ciprofloxacina, a enrofloxacina, a
gentamicina, associagdo de sulfametaxol e trimetropim e a tetraciclina. Trés isolados
apresentaram a presenca do gene stx2 e apenas um, o eae. O isolado 46 foi
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proveniente de 1 felino e os demais de cées. A utilizacdo das mesmas cores em linhas

sequenciais indica 0 mesmo animal (Quadro 5).

Quadro 5 — Perfil de viruléncia e sensibilidade microbiana dos isolados de E.

coli de caes e gatos pertencentes ao Filogrupo C. S&o Paulo, 2021

Gene para
antibioticos fator  de
ID | BSL viruléncia
CF |Cl |ENO |GEN |AMI |SUT |ERT | TET | stx2 | eae
O P
46 | - S S S S S S S S + -
70 | - S S S S S S S S + -
76 | - R R R R S R S R + -
77 | - R R R R S R S R + -

Na tabela 5 e gréafico 8 estdo relacionadas as frequéncias relativas dos perfis
de sensibilidade antimicrobiana dos isolados do filogrupo C

Tabela 5 - Frequéncia relativa do perfil de sensibilidade microbiana dos isolados

de E. coli obtidos de cées e gatos do Filogrupo D

Perfil
(%) Antibioticos
CFO CIP ENO GEN AM SUT ERT TET
S 100 50 50 50 100 50 100 50
I 0 0 0 0 0 0 0 0

R 0 50 50 50 0 50 0 50
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Grafico 8 - Frequéncia relativa do perfil de sensibilidade microbiana dos

isolados de E. coli obtidos de cées e gatos pertencentes ao filogrupo C
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A tabela 6 e o grafico 9 ilustram o perfil de resisténcia aos antibioticos dos
isolados obtidos de cdes e gatos de amostras de fezes enviadas para
coproparasitolégico entre marco a setembro de 2021. Dos 102 isolados, 99%
apresentaram sensibilidade a cefoxitina (CFO) (betalactamico), 82% ao ciprofixacino
(CIP) e 89% a enrofloxacina (ENO) (quinolonas/fluorquinolona), 91% a gentamicina
(GEN) e 95% a amicacina (AM) (aminoglicosideos), 75% a associacdo de
sulfametaxazol/tripetropim (SUT) (antagonistas da cadeia folato), 96% ao ertapenen
(ERT) (carbapenen) e 67% a tetraciclina (TET) (tetraciclina).

Tabela 6 - Frequéncia relativa do perfil de sensibilidade microbiana dos isolados

de E. coli obtidos de cées e gatos independente do patotipo e do filogrupo

Perfil
(%) Antibioticos
CFO CIP  ENO GEN AM SUT ER TET
T
Sensivel 99 82 89 91 95 75 96 67
Intermediario Q 10 4 2 1 0 1 7

Resistente 1 8 7 7 4 25 3 26
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Grafico 9 - Frequéncia relativa do perfil de sensibilidade microbiana dos

isolados de E. coli obtidos de cées e gatos independente do patotipo e do filogrupo
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Os perfis dos isolados resistentes encontrados estéao relacionados no Quadro
6. Os isolados que apresentaram padrdo de multirresisténcia para os antibiéticos
testados estéo relacionados no Quadro 7. Para esse trabalho, os perfis intermediarios
foram considerados como resistentes. Foi considerado um isolado multirresistente
aquele que apresentou resisténcia a pelo menos 3 classes de antibiéticos (Magiorakos
et al 2011).

Tabela 7 - Frequéncia absoluta dos perfis fenotipicos de resisténcia aos
antibiéticos testados dos isolados de E. coli provenientes de cées e gatos

N de isolados Perfil fenotipico de resisténcia
6 CIP

2 SUT

11 TET

1 ENO

11 SUT-TET

1 CIP-SUT

1 AMI-TET
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R R W R R R R R R

CIP-GEN-SUT
CIP-SUT-ENO

CIP-SUT-TET
CIP-SUT-ENO-TET
CIP-AMI-ENO-TET
GEN-AMI-ERT-TET
CIP-GEN-SUT-ENO-TET
CIP-GEN-SUT-AM-ENO-TET
CIP-AMI-ERT-ENO-TET
CIP-GEN-AMI-SUT-ERT-TET
CFO-GEN-AMI-SUT-ERT-TET

Tabela 8 — Isolados de E. coli com perfil multirresistente provenientes de fezes

de animais de companhia. Sdo Paulo 2022

ID FG antibioticos

CFO CIP ENO GEN AMI SUT ERT TET
1 F S R R R S R S I

S R S R R R S R
3 A S R S R S R S S
59 B2 R S S I R R R R
77 C S R R R R R S R
78 A S R R R S R S R
94 B2 S S S I R S R R
101 D S S S R R R R R

ID =identificacdo, FG=Filogrupo, CFO=Dbetalactamico; CIP e ENO = quinolona/fluorquinolona, GEN e

AMI = aminoglicosideos, SUT = antagonistas da cadeia folato, ERT = carbapenen; TET = tetraciclina

No Quadro 8 estao relacionados os isolados que apresentaram 0 espectro de

EBLS (Figura 2) e o perfil de sensibilidade microbiana



Figura 2 — Foto de um isolado ESBL positivo, mostrando o perfil fantasma

Fonte (Adaptado de JARLIER et al., 1988)

Tabela 9 — Perfil de sensibilidade microbiana dos isolados EBLTSs E. coli

antibioticos

isolad CFO CIP GEN  SUT AMI ERT ENO TET
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10 DISCUSSAO

Esse trabalho foi realizado com amostras fecais submetidas para diagnostico
coproparasitolégico num laboratério particular, na cidade de Botucatu, SP. Apos a
realizacdo dos exames, essas amostras foram doadas para a realizacdo do
isolamento bacteriano. A limitacdo dos resultados desse trabalho reside no fato das
amostras nao terem sido colhidas diretamente do reto dos animais e, eventualmente,
pode néo refletir no estado de infec¢do animal e sim a contaminacdo ambiental, além
de ser um estudo transversal por amostragem de conveniéncia com um numero
pequeno de isolados, 0 que ndo permite a extrapolacdo dos dados para populacéo.
N&o pode ser descartado também, frequéncia superestimada dos dados encontrados,
pois como foram colhidas trés bactérias do mesmo animal, pode haver clones
bacterianos.

Diversos patotipos ja foram isolados de fezes de cées, tanto com como sem
diarreia, entre eles: EPEC, ETEC, EHEC, NTEC, EIEC, EAEC e AIEC,
consequentemente o papel destes patotipos na causa da diarreia em caes €
controverso (MARKS ET AL 2011). RAMOS et al (2021) pesquisando
enteropatogenos em cées com diarreia no Brasil verificaram que o principal agente
etiologico foi o Parvovirus canino e somente detectaram 3 amostras positivas para E.
coli, sendo 2 isolados EPEC e 1 ETEC. No presente estudo, foram identificados os
genes stx2 em 102 isolados e eae em 18, que permitiu classifica-los nos patotipos
STEC e EHEC. Coura et al (2018) também ndo encontraram associacdo entre
patotipos e diarreia e detectaram os patotipos EPEC e NTEC. Neste estudo néo foi
detectado em nenhuma amostra os genes cnfl e cnf2, que configuram a existéncia
do patotipo NTEC, j& Ramos (2019) encontrou cnfl em 86,6% dos isolados mostrando
associacdo com dietas cruas, um achado muito superior aos encontrados no presente
trabalho e também por outros estudos (COURA ET AL., 2018; DERAKHSHANDEH
ET AL., 2018).

Outro achado interessante foi que, neste estudo, ndo foi encontrado o patotipo
EPEC, que tem sido implicado como um importante agente causador de diarreia em
cades (ALMEIDA ET AL 2012; PUNO-SARMIENTO ET AL 2013, COURA ET AL.,
2018). Uma explicacdo possivel para ndo termos identificado EPEC é que a maior
parte das fezes trabalhadas foi considerada nédo diarreica (dados ndo mostrados).
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Diferentemente de COURA et al (2018), RAMOS (2019) e RAMOS et al (2021)
gue ou nao encontraram o0 gene de viruléncia stx, que caracteriza o patotipo STEC,
ou recuperam poucos isolados caracterizados como STEC, no presente estudo
identificamos 82,35% dos isolados como STEC, todos positivos para o gene stx2, que
€ 0 mais prevalente (HAMMERMUELLER et al., 1995). RAMOS (2019) identificou
apenas stx1, mas numa frequéncia muito baixa e em apenas em caes mantidos com
dieta caseira. Apesar dos ruminantes serem 0s principais reservatorios naturais de
STEC e EHEC (COURA et al 2014), cdes também podem ser reservatérios destes
patotipos (BENTANCOR et al., 2007), o que implica em problema de saude publica,
uma vez que o contato proximo entre cdes e humanos aumenta o risco da transmissao
zoonGtica de E. coli. E os resultados do presente estudo, reforcam este aspecto, do
cao como reservatorio, pois STEC/EHEC foram os patotipos mais prevalentes.

No presente estudo, dos 102 isolados identificados, o filogrupo A aparece em
maior frequéncia (30,4%), seguido dos filogrupos B2 (25,5%), F (18,6%), D (15,7%),
Bl e C (3,9%), E (2%). Observa-se que os filogrupos A e B1, considerados comensais
somam 34,3% dos isolados e os considerados virulentos (B2 e D) 41,2%, resultados
semelhantes ao encontrados por VEGA-MANRIQUEZ et al (2020) e KARAHUTOVA
et al (2021), além disso observamos que o patotipo STEC s6 nao foi identificado no
filogrupo E, sendo que os mais frequentes foram o filogrupo A, B e F. JA EHEC néo
foi encontrado no filogrupo B1. VEGA-MANRIQUEZ et al (2020) somente identificaram
STEC no filogrupo B1 e em cées saudaveis e EHEC nos filogrupos A e B1, também
em cées saudaveis e um isolado em B2. Um ponto importante tanto encontrado no
presente estudo como por VEGA-MANRIQUEZ et al (2020) é a frequéncia similar de
isolados dos filogrupos dos grupos A/B1 e B2/D em caes aparentemente saudaveis,
pois caes saudaveis podem ser colonizados por isolados Vvirulentos.
Consequentemente ha a sugestdo que os caes podem ser reservatorios de amostras
virulentas para humanos (ARAIS et al 2015; VEGA-MANRIQUEZ et al 2020;
KARAHUTOVA et al 2021).

Um outro ponto interessante € que encontramos a maior parte do espectro
ESBL no filogrupo A (4), resultado semelhante ao obtido por KARAHUTOVA et al
(2021) que identificaram uma maior prevaléncia de multidroga resistente (7) nos
isolados do filogrupo A e em caes saudaveis.

A presenca do filogrupo B2 como um dos mais frequentes também foi
observado por outros autores (TENAILLON et al 2010; COURA et al. 2018; RAMOS
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2019; VALAT et al 2020). VALAT et al (2020) que identificaram o filogrupo B2 como o
mais prevalente (~80%) em todos os tipos de patologia, como infec¢do intestinal,
respiratéria, reprodutiva, otite, septicemia e também foi o filogrupo que apresentou
mais isolados multiresistentes (50%). KARAHUTOVA et al (2021) também
identificaram uma maior frequéncia de B2 em cdes com diarreia (42,2%), mas apenas
3% em cées saudaveis, achado muito diferente do encontrado neste trabalho, onde a
frequéncia de B2 em caes aparentemente saudaveis foi superior a 25%, reforgcando a
preocupacdo com a saude publica, uma vez que amostras deste filogrupo séo
possivelmente virulentas para humanos.

Amostras do filogrupo F estdo associadas a infeccbes extra intestinal em
animais de companhia e humanos (LAU et al 2008; GUO et al 2015), além disso, sua
importéancia aumenta pela relacdo com resisténcia a fluoroquinolona e a ESBL
(VANGCHHIA et al 2016). No presente estudo, o filogrupo F foi o terceiro mais
frequente, com 18,6%, sendo que um isolado apresntava o perfil ESBL. COURA et al
(2018) nao encontraram o filogrupo F em caes, mas RAMOS (2019) identificou 8,9%
dos isolados como pertencentes ao filogrupo F, mas ndo encontraram nenhuma
associacdo com diarreia ou comida caseira.

Considerando o perfil de sensibilidade dos isolados (102), 99% apresentaram
sensibilidade a cefoxitina (99%), a gentamicina (91%), a amicacina (95%) e ao
ertapenem (96%), por outro lado 26% foram resistentes a tetraciclina e 25% e a
associacao de sulfametaxazol/trimetropim, antibiéticos de primeira geracéo (Tabela 6;
Grafico 6) utilizados na medicina veterinaria (ANDRADE, 2017).

Todos os isolados pertencentes ao filogrupo A, onde se encontra a maior
associacdo com isolados comensais, foram sensiveis a cefoxitina e apresentaram
sensibilidade maior que 90% a gentamicina e amicacina (representantes dos
aminoglicosideos) e ao ertapenem; 70 a 80% de sensibilidade ao ciprofloxacino e
enrofloxacina (representantes dos grupos das quinolonas/fluorquinolona) e para
associacao de sulfametoxazol/trimetropim (antagonistas da cadeia folato) (Tabela 1,
Grafico 4). No filogrupo B2, associados a estirpes virulentas extra intestinais, foi
observado que todos os isolados apresentaram resisténcia a pelo menos um dos
antibiéticos utilizados nos testes in vitro, com maior resisténcia a tetraciclina e SUT e
sensibilidade acima de 90% a CFO, CIP, ENO, GEN, AME e ERT. Todos os isolados
pertencentes ao filogrupo B1 e E foram sensiveis a todos os antibioticos testados e o

do C, sensiveis ao CFO e ER, esses foram os filogrupos com o menor nimero de
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isolados. Comparacdes diretas de perfis fenotipicos de resisténcia com outros
trabalhos realizados no Brasil ou fora, ndo séo possiveis devido a diferencas
metodoldgicas, desde o tipo de amostragem empregada aos antibiéticos utilizados,
mas variados perfis de resisténcia foram encontrados por ISHII et al (2011) em
bactérias gram (-) isoladas de cistite no Parana, dentre elas a E. coli, que
apresentaram resisténcia superior a 66% aos antibidticos testados; por OSUGUI et al.
(2014) testando E. coli extra intestinal; PUNO-SARMIENTO et al., (2013), também
no Parand, detectaram isolados de E.coli EPEC resistentes com diferentes perfis de
resisténcia aos antibidticos e MARIANI (2013), trabalhando com E. coli isoladas de
cdes com e sem diarreia do Mato Grosso de Sul ou por BOURNE et al. (2019),
analisando E. coli de cdes e gatos saudaveis na Austrélia.

Os isolados que apresentaram fendtipo para o perfil de betalactamase
estendido (Quadro 7) pertenciam ao filogrupo C e F, grupo relacionado a infeccdes
extraintestinais e presente em todo mundo (SALGADO-CAXITO et al., 2021). Nesse
trabalho n&do foram procurados os genes normalmente associados a esse fendétipo
(SALGADO-CAXITO et al. 2021), apenas foi realizado o teste confirmatorio do
fendtipo de EBSL pelo teste de aproximacédo por disco (CSLI, 2017). Para fins
epidemioldgicos, as amostras com padrdo de sensibilidade intermediaria, foram
consideradas resistentes, portanto, os isolados 1, 2 e 3 sdo multirresistentes,
apresentando resisténcia para as quinolonas/fluorquinolona, aminoglicosideos, aos
antifélicos e as tetraciclinas, além das cefosporinas (figura 2). O isolado 55
apresentou resisténcia para quinolona e aos antifélicos, além das cefafosporinas. A
presenca de isolados multiressistentes para esse perfil jA € esperado, pois eles
tendem a carregar genes de resisténcia plasmidial para outras classes de antibiéticos
(SOUZA et a., 2012).

As ESBL- E. coli ja foram descritas em diversos espécimes clinicas, em animais
saudaveis e doentes (BORTOLAMI et al., 2019, UMEDA et al., 2019, HUANG et al.,
2020, SHNAIDERMAN-TORBAN et al., 2020, CARVALHO et al., 2021). O mesmo
perfil de isolados de EBSL- E. coli sdo relatados entre tutores e seus animais de
companhia, mas nao € possivel indicar o sentido da transmissdo (CARVALHO et al.,
2016; DERAKHSHANDEH et al., 2018; ABBAS et al. 2019; TOOMBS-RUANE et al.
2020). As fezes provenientes, desse trabalho, vieram de animais domiciliados e que
estavam fazendo o coproparasitolégico por varios motivos, inclusive monitoramento

de parasitos de rotina, em nenhuma dessas amostras o veterinario pediu coprocultura,
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nao sendo, portanto, uma enterite bacteriana um diagnostico diferencial. O tempo de
domiciliacdo néo foi possivel ser estabelecido, pois em alguns casos as amostras
foram provenientes de animais mantidos em lares temporérios, como os isolados 1,2
e 3 proveniente de um cao resgatado. CALIXTO et al. (2021b) relataram o aumento
da prevaléncia do encontro de E. coli com espectro estendido para as cefalosporinas
em cédes tratados com terceira geracdo de cefalosporina em tratamentos para
cinomose e parvovirose, podendo ser recuperadas em até 8 semanas apos a
finalizacao do tratamento.

O encontro de 4 isolados de E.coli resistente ao ertapenem associado a
resisténcia para outras classes de antibioticos (Quadro 6) nos remete a algumas
qguestdes, pois as drogas pertencentes aos carbapenems sao as de escolha para
seres humanos quando estdo infectados com bactérias multi resistentes ou que
possuem o perfil de betalactamase estendida (PAPP-WALLACE et al., 2011). Mello
(2014), no Distrito Federal, isolou uma E. coli resistente ao ertapenem atravées de swab
de arrasto numa clinica veterinaria, ja PUNO-SARMIENTO (2013) detectaram E. coli
multiresistentes, incluisndo o imipenem e sugeriram que poderia ser advindo de seres
humanos. Enterobactérias resistentes aos carbamatos foram descritas em animais de
producéo, de companhia e de vida livre (KOCK et al., 2018) e SELLERA et al. (2021)
apresentam uma revisao sobre patdégenos produzindo carbapenemase e referem
alguns mecanismos de aquisicdo dessas bactérias, como o contato direto com o
hospedeiro colonizado ou através do ambiente hospitalar veterinario contaminado.

Mesmo com uma amostragem limitada proveniente de amostras de
coproparasitolégico, abordagem apenas fenotipica da sensibilidade aos
antimicrobianos e restrita dos fatores de viruléncia, nesse trabalho pode ser observado
a presenca de isolados com perfil de betalactamase espectro estendida, isolados
multirresistentes, e presenca de resisténcia a ertapenem, antibiético pouco utilizado
na clinica de pequenos animais. Esses encontros podem ter implicagfes ndo somente
na conduta clinica futura desses animais, mas de saude humana e ambiental, devido
a manutencao dessas colonias e a possibilidade de transmisséo interespécies. Um
outro aspecto que deve ser lembrado é que alguns animais sdo de resgate e
dificilmente, quando em lares temporarios, sdo mantidos em quarentena, podendo,

eventualmente, colonizar os demais membros de familia multiespécie.
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8 CONCLUSAO

Foi possivel detectar isolados de E. coli dos patotipos STEC e EHEC com
diferentes perfis fenotipicos de resisténcia e de filogrupos distintos. O encontro de
isolados multirresistentes, com perfil de betalactamase estendida e isolados
multirresistentes, inclusive ao ertapenem em amostras enviadas para diagnostico
coproparasitologico servem de alerta para uma melhor conducdo no uso de
antibiéticos e um lembrete aos técnicos e veterinérios que fazem o coproparasitolégico

gue mantenham as medidas de biosseguranca e de higiene pessoal.
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