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RESUMO
Introducdo: Nas ultimas décadas houve um crescimento na prevaléncia de doencas
infecciosas, zoonoses e microrganismos multirresistentes, decorrente de um
desequilibrio na Saude humana, animal e ambiental. As enterobactérias séo
patdogenos de grande importancia para saude Unica devido a sua disseminacao
mundial, e pelo potencial carater zoonoético. O isolamento dessas bactérias
multirresistentes aos antibiéticos em animais de companhia higidos € um ponto
importante a ser estudado, para avaliarmos o risco de infeccéo, prevencao e futuras
possibilidades nos tratamentos. Objetivo: Monitorar as E. coli -ESBL provenientes da
microbiota intestinal de cdes e gatos atendidos pela campanha de castracdo da regido
sul do municipio de S&o Paulo. Métodos: Foi realizada uma amostragem de
conveniéncia de 72 animais, caes e gatos, atendidos pela campanha de castracao na
regido sul do municipio de Sdo Paulo. Foi colhido material fecal com swab estéril em
meio de Stuart mantido a 4°C e realizado o isolamento em meio de agar MacConkey.
A identificacdo dos isolados foi realizada através do MALDI-TOF MS. As amostras de
E. coli para ESBL foram triadas por placa cromogénica e os testes confirmatérios
foram feitos por disco de difusdo dupla e PCR para deteccdo do gene codificador da
enzima CTX-M. Resultados: Foram obtidos 167 isolados de E. coli dos 72 swabs
retais de 59 cdes e 13 gatos. Trinta e sete isolados ESBL triados pela placa
cromogénica foram para a confirmacéo por PCR, utilizando primers direcionados para
0 gene CTX-M e por disco de difusdo dupla. Conclusé&o: N&o foi detectado isolado de

E. coli ESBL nas amostras estudadas.

Palavras-chave: E. coli, ESBL, cées e gatos



ABSTRACT

Introduction: Over the past two decades, there has been an increase in the
prevalence of infectious diseases, zoonoses, and multidrug-resistant microorganisms
due to an imbalance in human, animal, and environmental health. Enterobacteriaceae
are pathogens of great importance to our health due to their worldwide dissemination
and potential zoonotic nature. The isolation of these antibiotic-resistant bacteria in
healthy pets is an important point to be studied in order to assess the risk of infection,
prevention, and future treatment possibilities. Objective: To monitor E. coli-ESBL from
the intestinal microbiota of dogs and cats assisted by the castration campaign in the
southern region of the city of Sdo Paulo. Methods: The neutering campaign in the
southern part of the city of So Paulo helped to gather a convenience sample of 72
animals, including dogs and cats. Fecal material was collected with a sterile swab in
Stuart's medium kept at 4°C, isolated on MacConkey agar medium, and identified
using MALDI-TOF MS. The chromogenic plate was used to track the E. coli samples
for ESBL. A double diffusion disk and PCR were used for confirmation to find the CTX-
M enzyme producer gene. Results: 167 isolates of E. coli were obtained from 72 rectal
swabs from 59 dogs and 13 cats. The PCR (CTX-M) and double diffusion disk
confirmed 37 screened ESBL isolates. Conclusion: Although it was not possible to
detect E. coli_ ESBL, continued monitoring is necessary to establish risk and safety

measures to prevent spread among multi-species families.

Keywords: E. coli; ESBL; dogs, cats
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, o trabalho interdisciplinar e intersetorial defendido pelo
conceito de Saude Unica, tem enfrentado um grande desafio com a expans&o
da Resisténcia aos Antimicrobianos (RAM). Acredita-se que um dos maiores
responsaveis pela RAM seja o uso indiscriminado dos agentes antimicrobianos,
ocasionando selecéo e acelerando o processo de resisténcia (AIDARA-KANE et
al., 2018; MCEWEN; COLLIGNON, 2018; MIRZAYEV et al., 2021).

A RAM é um grande obstaculo para terapia antimicrobiana em pacientes
doentes e uma das principais caracteristicas das bactérias que sao resistentes
€ a capacidade de producéo de enzimas capazes de inativar antibiéticos como,
por exemplo, a beta-lactamase de espectro estendido (ESBL) (BRADFORD,
2001; BUSH; JACOBY, 2010). Presente em enterobactérias resistentes, estao
envolvidas em infeccbes de diversos hospedeiros e sistemas, causando

gastroenterites, cistites, pielonefrites, vaginites, meningites, pneumonias e

bacteremia e sepse (JANDA; ABBOTT, 2021).

As bactérias ESBL sdo um grupo de bactérias que tém enzimas capazes
de hidrolisar o anel betalactamico das penicilinas e das cefalosporinas, tornando-
as inativas. As bactérias ESBL sdo, normalmente, gram-negativas, como a
Escherichia coli (E.coli) e a Klebsiella pneumoniae, e se encontram
habitualmente no trato gastrointestinal (BRADFORD, 2001; BUSH; JACOBY,
2010).

A E.coli é uma bactéria comensal que pertence a microbiota intestinal do
homem e dos animais e que pode estar envolvida em quadros gastroentéricos,
diarreicos em diversas espécies e também pode ocasionar infec¢bes extra
intestinais. (AIDARA-KANE et al.,, 2018; MCEWEN; COLLIGNON, 2018;
MIRZAYEV et al., 2021).

Na década de 2000, havia relatos de E. coli ESBL em hospitais do norte
da Jordania (BATCHOUN; SWEDAN; SHURMAN, 2009) e a presenca destas
enzimas nas infeccbes causadas por enterobactérias estd diretamente
relacionada com aumento da taxa de mortalidade dos pacientes acometidos
(GUPTA et al., 2011; PATEL et al., 2008; SOULI et al., 2010).



Na medicina veterinaria, é estimado que os danos causados por estes
patdgenos sdo ainda maiores, primeiro pela falta de diagndstico e segundo pelo
uso indiscriminado de antibiéticos devido a prescricdo indevida ou a sua
utilizagéo na producédo animal (SUNDSFJORD, 2008).

Em alguns paises, o0 uso de antibiéticos na racdo de animais de producéo
como aditivos melhoradores de crescimento ainda é feito, o que contribui para
selecdo de agentes multirresistentes e transmissédo dos genes codificadores de
resisténcia aos antibidticos, através de transposons e plasmideos, de bactérias
ndo patogénicas para bactérias patogénicas (BANERJEE et al., 2020; CHEN et
al., 2021; SELLERA et al., 2021).

J& a prescricdo indevida de antibiético, para tratar infeccbes de animais
doentes, pode favorecer a selecdo de bactérias resistentes aumentando o risco
de infeccdo nos seres humanos e animais (CHEN et al., 2021; HARADA et al.,
2016; SUNDSFJORD, 2008).

Os Antimicrobianos séo substancias que inibem a multiplicacdo ou geram
a morte dos agentes biolégicos e podem ser originarios de substancias naturais,
de produtos semi-sintéticos ou serem sintéticos (MARTINS; CASTANHEIRA,
2013; RANG et al., 2012; RASKO et al., 2008).

A maior parte dos antibiéticos tem sua origem de substancias naturais ou
semi-sintéticas como, por exemplo, as cefalosporinas, as monobactamas, os
cabapenémicos, as tetraciclinas, os macrolideos, os aminoglicosideos, as
penicilinas, oxapeninas, o0s lipodepsipeptideos, o0s glicopeptideos, as
estreptograminas, as rifamicinas e o cloranfenicol. Dentre o0s antibiéticos
sintéticos estdo as fluoroquinolonas, oxazolidinonas e sulfonamidas (MARTINS;
CASTANHEIRA, 2013; RANG et al., 2012; RASKO et al., 2008).

Os antibioticos podem ter diversos tipos de mecanismo de acdo. Alguns
atuam na inibicdo da sintese de parede celular (betalactamicos), na inibicdo da
sintese proteica (aminoglicosideos), na inibicdo da sintese do acido nucleico
(quinolonas) ou na inibicdo da sintese de folato (sulfas). A maior parte possui um
largo espectro de acédo e pode gerar efeitos adversos tanto em humanos com
em animais ndo humanos (DARBY et al., 2023; MARTINS; CASTANHEIRA,
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2013; RANG et al., 2012; RASKO et al., 2008).

Os Antimicrobianos mais utilizados nas infec¢ces ocasionadas por
enterobactérias, tanto em seres humanos quanto em animais de companhia, séo
os betalactamicos como as Cefalosporinas de 12 2232 geracdo. Exemplos
Cefalosporinas de 12 geracédo sédo a Cefalexina, o Cefadroxil, a Cefalotina, a
Cefazolina, os de 22 geragao, a Cefuroxima, o Cefaclor e a Cefoxitina e os de 32
geracao, o Ceftriaxone, a Cefotaxime, a Ceftazidime. Ainda podem ser utilizados
as Sulfonamidas, como o Sulfametoxazol-trimetoprim e Cotrimazol, as
Nitrofurantoinas; e as Quinolonas, como a Norfloxacina, a Ciprofloxacina, a
Lemofloxacina, a Ofloxacina e Pefloxacina. Em animais de companhia também
pode ser usados, mas com meno frequéncia, a enrofloxacina, a marbofloxacina,
e os Acido Nalidixico e Acido Pipemidico (DARBY et al., 2023; MENEZES et al.,
2009).

O uso indiscriminado e excessivo de antibiéticos na medicina humana,
medicina veterinaria e na agricultura, além do uso profilatico ou empirico, sub
doses, uso prolongado, uso inadequado favorecem a selecdo de bactérias
resistentes, diminuindo as opcbes terapéuticas (CIIMACO, 2011,
WANNMACHER, 2007).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) estima que 25% das mortes de
pacientes em Unidade de terapia intensiva (UTI) sdo causadas por infeccbes
bacterianas multirresistente, sendo as mais prevalentes a Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli seguidas de Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus coagulase negativa e Acinetobacter baumannii
(WANNMACHER, 2007). Além da UTI, as Infec¢des Relacionadas a Assisténcia
a Saude (IRAS), quando associadas as RAM, podem também aumentar a
morbidade, mortalidade, tempo de internacdo, custo com diagndsticos e piora do
progndstico (BASSO, et al, 2016).
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2. REVISAO

A Escherichia coli foi descrita pela primeira vez, em 1885, por Theodor
Von Escherich que a denominou como Bacterim coli commune, posteriormente,
em homenagem ao pesquisador, seu nome passou a ser Escherichia coli
(BERCHIERI JUNIOR et al., 2009).

Pertencente a familia Enterobacteriaceae, bactérias conhecidas héa
aproximadamente 138 anos, as E. coli sdo bacilos gram-negativos, anaerobicas
facultativas, méveis devido ao flagelo peritriquio, fermentativas e podem produzir
hemolisina. Seu crescimento ideal ocorre a 37°C podendo variar de 18 a 44°C e,
normalmente, habitam o trato-gastrointestinal de homens e animais tanto de
individuos sadios como de enfermos (BORMAN et al., 1944; FERREIRA &
KNOBL, 2009; JANDA, ABBOTT, 2021).

A E. coli estd disseminada mundialmente e apresenta capacidade de
adaptacdo ao meio em que vive. O isolamento e crescimento ocorre em diversos
meios artificiais, porém o meio dgar MacConkey € bastante empregado por ser
seletivo para bactérias gram-negativas e por diferenciar bactérias fermentadoras

de lactose (como a E. coli) das néo fermentadoras (QUINN et al., 2005).

Antigamente a E. coli era considerada apatogénica por ser comensal e
fazer parte da microbiota intestinal e s6 eram apontadas como patogénicas as
extras intestinais, atualmente, ndo é mais assim. Sua patogenicidade varia de
acordo com seu sorotipo e diversos fatores de viruléncia que apresentam
mecanismos complexos e multifatoriais (QUINN et al., 2005; BERCHIERI
JUNIOR et al., 2009).

Kauffmann, em 1947, classificou as E. coli com base nos antigenos de
superficie bacterianos, como antigenos somaéticos (Ohne — “O”), flagelares
(Hauch - “H”), capsulares (Kapsel — “K”), e fimbriais (Fimbriae — “F”). Atualmente
sao descritos mais de mais de 50 antigenos flagelares, 100 antigenos capsulares
e quase 180 antigenos somaticos. Essa classificacdo permite estudos
epidemiologicos e ajuda na classificacdo de viruléncia e suas manifestacdes
clinicas, sejam elas entéricas ou ndo. (CAMPOS & TRABULSI, 2002; ROCHA,
2008).
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A parede celular das bactérias gram-negativas tem uma particularidade
gque é a presenca de um polissacarideo (LPS) ancorado na parede bacteriana,
ainda possui o polissacarideo (antigeno somatico “O”) e lipideo A (BARCELOS,
2005; MAGALHAES et al, 2007). Alguns membros da familia
Enterobacteriaceae, na sua multiplicagdo ou na morte bacteriana, liberam da
porcdo do Lipideo A, uma endotoxina que estimula a acdo de mediadores da
inflamacéo (citocinas e fator de necrose tumoral TNF) pelos macréfagos,
causando o choque séptico (BARCELQOS, 2005; BERCHIERI A; SANTOS H;
LOVATO M, 2000).

O antigeno “H”, proteico, é desnaturado a 100°C. Apesar de sua funcéo
ndo ser completamente conhecida, esta relacionado a alguns isolados
patogénicos. (BARCELOS, 2005; BERCHIERI A; SANTOS H; LOVATO M,
2000).

O antigeno capsular “K” contendo polissacarideos e proteinas também é
inativado a temperaturas iguais ou superiores a 100°C. A capsula atua inibindo
a ativacdo do complemento e a opsonizacao bacteriana, o que confere protecéo
das bactérias no hospedeiro (BARCELOS, 2005; BERCHIERI A; SANTOS H;
LOVATO M, 2000).

A fimbrias “F” sao proteinas antigénicas e hemaglutinantes que recobrem
toda superficie da bactéria e tem como funcao a adeséo e reconhecimento dos
receptores no tecido do hospedeiro. Podem ser classificadas em dois grandes
grupos: manose resistente que hemaglutinam na presenca de carboidrato e
manose sensivel onde, na presenca de carboidrato, ocorre a inibicdo da
hemaglutinacdo (BARCELOS, 2005; BERCHIERI A; SANTOS H; LOVATO M,
2000).

Outros fatores de viruléncia presentes nos isolados de E. coli sdo as
colicinas, enterotoxinas, citocinas e sideroforos, substancias que garantem a sua
sobrevivéncia no hospedeiro. As colicinas, por exemplo, inibem o crescimento
de diversas bactérias presentes na microbiota. As E. coli ainda possuem a
habilidade de se multiplicarem em meios com restricdo de ferro, adquirindo-o
através de exoproteinas, como os sideroforos, e hemolisinas, que possuem

potencial hemolitico, importante fator de viruléncia para isolados de infec¢gbes do
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trato genito-urinario (BERCHIERI A; SANTOS H; LOVATO M, 2000; CAMPOS;
FRANZOLIN; TRABULSI, 2004).

Outro mecanismo que garante potencial patogénico a determinados
isolados € a troca de material genético. O ganho de genes patogénicos pode
ocorrer pela transmissdo entre diferentes espécies e pela mesma espécie
através da transmissao horizontal e ou mutacdo. Pode ocorrer ativacdo e
transferéncia de genes do cromossomo bacteriano presentes nas ilhas de
patogenicidade (PAls - Pathogenicity Islands) por transposons, mas também
ocorre a troca de material genético extracromossémico através de plasmidios
que pode possibilitar a codificacao de proteinas facilitando a penetracao, adesao
e invasdo de hospedeiros (BARCELOS, 2005; BERCHIERI A; SANTOS H;
LOVATO M, 2000; CAMPOS; FRANZOLIN; TRABULSI, 2004). Essas trocas
fazem que a E. coli tenha uma alta variabilidade gendmica, contribuindo para o
aparecimento de resisténcia antimicrobiana (RASKKO et al. 2008).

2.1 Patotipos

As bactérias E. coli podem ser divididas em grupos, os patotipos, que sao
definidos pelos mecanismos de patogenicidade, locais de infec¢do e de seus
mecanismos de viruléncia. As que geram sintomas intestinais em seres humanos
e animais, sdo conhecidas como E.coli diarreiogénica e podem ser
subclassificadas em EPEC (E. coli enteropatogénica), ETEC (E. coli
enterotoxigénica), EHEC (E. coli enterohemoragica), EAEC (E. coli
enteroagregativa) EIEC (E. coli enteroinvasora), UPEC (E. coli uropatogénica),
NMEC (E. coli meningite neonatal), REDEC (E. coli enteropatogénica para
coelhos) e APEC (E. coli patogénica aviaria) (CROXEN; FINLAY, 2010;
SAVIOLLI, 2010).

Outra classificagdo semelhante, descrita por BOURELY et al. (2021) e
TRUGNG et al. (2005), relata 5 patotipos de E. coli associados a diarreia em
bezerros: NTEC (E. coli necrotoxigénica), STEC (E. coli produtora de toxina
Shiga), EAEC (E. coli enteroagregativa) e DAEC (E. coli de aderéncia difusa)
que também ja foi descrito em seres humanos (BOURELY etal., 2021; NGUYEN
et al., 2005).
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As E. coli podem ser separadas em filogrupos genéticos (A, B1, B2, C, D,
E, F e G). Dentro dos filogrupos, o A e o0 B1 sdo considerados comensais e 0s
B2 e C, normalmente, considerados patogéncos (CLERMONT ET AL, 2013;
ARAIS et al 2015; CLERMONT et al., 2019; VEGA-MANRIQUEZ et al 2020;
KARAHUTOVA et al 2021).

2.2 Resisténcia da E. coli aos Antibi6ticos

O surgimento dos mecanismos de resisténcia nas bactérias € esperado e
acontece ao acaso, mas pode ser acelerado devido a pressao do meio, como ha
presenca de antibidticos. Um fator que facilita essa evolucdo € o tempo de
multiplicagcdo bacteriana, que pode ocorrer em aproximadamente 15 a 20
minutos, um periodo curto de geragéo, o que amplia a capacidade de adaptacdo
ao meio ambiente (RASKO et al., 2008; SANTANA et al., 2012).

Damos o nome de bactérias resistentes, quando as testamos in vitro e a
Concentracgdao inibitoria minima (CMI) e Concentracdo Minima Bactericida (CMB)
sdo superiores a das utilizadas in vivo e sensiveis, quando a Concentracao
inibitéria minima (CMI) e Concentracéo Minima Bactericida (CMB) séo iguais ou
inferior as utilizadas in vivo. Bactérias multirresistente sdo definidas quando
apresentam resisténcia a pelo menos um agente antimicrobiano pertencente a
pelo menos 3 classes diferentes (CLSI, 2017 e CLSI, 2020, SANTURIO,2011).

A resisténcia antimicrobiana (RAM) pode ser dividida em resisténcia
intrinseca, aquela relacionada a heranca genética ou as caracteristicas
fenotipicas naturais das bactérias e resisténcia adquirida, aquela que ocorre
guando um género ou espécie bacteriana que, anteriormente, era sensivel a
determinado antimicrobiano passa a ser resistente, diferente da bactéria
progenitora. Essa alteracdo pode ser decorrente de alteracbes genéticas
cromossomal ou extracromossomal e pode proporcionar o aumento da
populacdo que possui essa caracteristica (MENEZES et al., 2009; SANTANA et
al., 2012).

Atualmente sdo conhecidos diversos mecanismos de resisténcia
antimicrobiana de isolados de enterobactérias (MONTEIRO, 2011; POMBO,
2010). Um deles é a presenca das B-lactamases que sdo as enzimas mais

frequentes encontradas em bactérias gram-negativas patogénicas resistentes e
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gue inibem os antibidticos B-lactamicos, através da hidrélise do anel 3-lactamico.
Essas enzimas formam um complexo mecanismo de resisténcia aos
antimicrobianos, que envolve, por exemplo, a permeabilidade da membrana
celular externa, o tipo e a quantidade de [(-lactamase envolvida. (BUSH;
JACOBY, 2010; SILVA; LINCOPAN, 2012).

Conhecidas desde 1960, essas enzimas podem ser classificadas de
acordo com a sua estrutura quimica em, B-lactamase de espectro estendido
(ESBL), K. pneumoniae carbapenemase (KPC), B-lactamase classe C (AMPc) e
metalo-Blactamase (MBL) (BUSH; JACOBY, 2010; SILVA; LINCOPAN, 2012). A
diversidade enzimatica comecou a ser evidenciada, em 1973, por Richmond &
Sykes através do perfil do substrato enzimatico (AMBLER, 1980; CLERMONT,
2013). A partir de entdo, diversas outras classificacdes foram realizadas
baseadas nas fun¢Bes bioquimicas, funcionais ou pela localizacdo do gene
(AMBLER, 1980; BUSH; JACOBY, 2010; SILVA; LINCOPAN, 2012; CANTON et
al., 2012).

Outro mecanismo encontrado é a diminuicdo da permeabilidade da
parede celular pela reducdo do numero de porinas ou do seu diametro (DARBY
et al., 2023; MENEZES et al., 2009; SANTANA et al., 2012), o que limita o fluxo
de antimicrobianos para dentro da célula bacteriana, esse mecanismo € relatado
para as cefalosporinas, penicilinas e quinolonas (DARBY et al., 2023;
MONTEIRO, 2011; POMBO, 2010).

Outros mecanismos de acao que envolvem a transferéncia horizontal de
material genético, como o0s presentes em plasmideos, ou por mutacdes
intrinsecas do préprio genoma bacteriano sédo a presenca de bombas de efluxo
que expulsam o antibidtico para o meio extracelular impedindo sua funcgéo; as
modificacdes dos sitios dos receptores celulares que diminuem a afinidade ou
blogueiam os antireceptores diminuindo ou inativando a agao dos antibioticos
(DARBY etal., 2023; MONTEIRO, 2011; POMBO, 2010). Esse mecanismo pode

ser encontrado em isolados de E. coli.



16

MutacOes ainda podem alterar as enzimas topoisomerases e 0 DNA
(Acido Desoxirribonucleico) girases, que ao sofrerem mudancas nas sequéncias
de aminoacidos formam uma proteina diferente e com isso ocorre alteracao do
sitio de ligagdo, mudando a afinidade do farmaco ao seu sitio que evita a sua
acdo bactericida. A primeira proteina especifica descrita que provoca essa
mudanca foi a QnrA, um pentapeptideo, que quando se liga a enzima DNA girase
e topoisomerase, forma o complexo QnrA- topoisomerase que impede a
formacdo topoisomerase/DNA  girase/Quinolonas que possui acao
antibacteriana, aumentando a resisténcia (DARBY et al., 2023; MONTEIRO,
2011; POMBO, 2010).

Outras enzimas de grande importancia sdo as enzimas aac (6’)-lb e aac
(6’)-1b-cr que alteram o anel piperazinil das quinolonas e modificam o alvo dos
aminoglicosideos. Elas sdo descritas, desde 1986, em isolados de Klebsiella
pneumoniae e, desde entdo, encontradas relatadas em outros géneros das
Enterobactereacea e descritas em E. coli (KIM et al., 2011; VAKULENKO;
MOBASHERY, 2003)

2.3 Familia Multi Espécie

Desde sua domesticacao, os animais fazem parte da histéria humana. A
aproximacao entre espécies gerou relacdes produtivas, protetivas e afetivas,
traduzidas em conforto emocional, companhia, protecdo, alimento, e renda
obtida pela venda comercial de filhotes, adestramento de animais, creches para
animais, dog walker e empregos como babas. (LOCKE et al 2015; MADELLA-
OLIVEIRA et al., 2011 CANATTO et al., 2012; REICHMANN, 2000).

Nessas Ultimas décadas, principalmente no ocidente, devido a diversas
razdes, os animais de companhia estdo assumindo uma fungao importante
dentro das familias humanas, essa inclusdo dos animais como membros da
familia gerou a necessidade da criacdo do termo familia multiespécie
(MADELLA-OLIVEIRA et al., 2011; REICHMANN, 2000).

Por outro lado, trabalhos discutem que essa aproximagao propicia uma

maior oportunidade de transmissao de agentes zoonoticos e provoca aumento
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de cdes em situagdo de rua, acidentes de transito com fatalidade de seres
humanos e animais e mordeduras (CANATTO et al.,, 2012; GOUMENOU;
SPANDIDOS; TSATSAKIS, 2020; MADELLA-OLIVEIRA et al., 2011; MORGAN
et al., 2020; REICHMANN, 2000)

Trabalhos cientificos tém demonstrado a presenca de isolados de E. coli
resistentes tanto em animais de companhia (CARVALHO et al., 2016) quando
em humanos (GRABE, 2015), em infec¢Bes do trato urinario (ITU). Arais et al.
(2018) sugerem que alguns isolados de E. coli podem ser compartilhados entre
humanos e cées, pois verificaram que isolados de mesmo sorotipo, provenientes
desses hospedeiros, possuem 0Ss mesmos genes de viruléncia e sé&o
filogeneticamente préximos. Carvalho et al. (2016b) demostraram que animais e
tutores podem compartilhar isolados de E. coli com padrdo de resisténcia
semelhantes, incluindo as E.coli- ESBL. Melo et al. (2018) estudaram a presenca
de E. coli _ESBLs/pAmp em amostras provenientes de cdes em situagéo de rua
e doentes, provenientes de um Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) e de um
Hospital Veterinario da cidade de S&o Paulo, respectivamente. Os autores
encontraram isolados com perfil de bactérias multiressistentes nos dois grupos,
com uma alta frequéncia em ESBLsS/pAmpC e sugerem que poderia haver

contaminagdo ambiental e transmissao para outros hospedeiros.

Esses estudos indicam a necessidade de monitoramento de isolados de
enterobactérias, entre elas, a E. coli para padrées de resisténcia aos

antimicrobianos (RAM), incluindo as ESBL.

2.4 Programa de Controle Reprodutivo de caes e gatos

As campanhas de esterilizacao cirdrgica de cées e gatos assumiram uma
grande importancia no pais e, atualmente, diversas cidades contam com
politicas publicas voltadas para a sua realizac&o a preco social. Isso é decorrente
da superpopulacéo observada e das falhas na guarda responsavel. A Prefeitura
de Sao Paulo (PMSP), pela Lei Municipal n°® 13.131/2001, oferece o servico de
esterilizagdo cirirgica de cdes e gatos desde 2011 e j& castrou mais de
1.400.000 animais em éareas de maior exclusdo social (PREFEITURA DE SAO
PAULO, 2023).
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Por abranger areas de dificil acesso e com um namero grande de animais,
trabalhos estéo sendo realizados no rastreamento de doencas e patdbgenos com
potencial zoondtico como Ciuffa et al. (2016) que a utilizaram para detecgao de
anticorpos anti-leptospiras em Minas Gerais, enquanto Lima et al., (2009)

realizaram um levantamento coproparasitolégico no municipio de Botucatu, SP.

3. JUSTIFICATIVA

Devido ao crescimento populacional e a estreita relacdo entre animais de
estimacdo e tutores, nas familias multiespécies aumenta-se o risco de
transmissdo de bactérias resistentes. Por isso, 0 monitoramento de E. coli-ESBL
em cées e gatos pode servir de fonte de informacéo para o manejo futuro desses

animais e diminuigdo da ocorréncia dessas bactérias nessas espécies.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Monitorar a ocorréncia de E. coli-ESBL provenientes da microbiota

intestinal de cées e gatos atendidos pela campanha de castracéao da regiao sul

do municipio de S&o Paulo.

4.2 Objetivos Especificos

Isolar E. coli. de caes e gatos

Identificar colonias de E. coli por espectrometria de Massa por
ionizagdo com dessorcdo a laser assistido por matriz e analisador de
tempo de voo (MALDI-TOF MS).

Verificar a presenca de isolados com o perfil beta-lactamase de
espectro estendido por CHROMAGAR ESBL (Plastlabor®).

Verificar a presenca do gene bla CTX-M nos isolados com o perfil

beta-lactamase de espectro estendido por PCR.

Caracterizar com método fenotipico os isolados de beta-lactamase

de espectro estendido por disco difusdo (“Double-Disk Screening”).
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Caracterizacao da amostragem

Foi realizada uma amostragem de conveniéncia de 72 animais, caes e
gatos, atendidos pela campanha de castracao na regiao sul do municipio de Séo
Paulo, subsidiada pela Prefeitura Municipal.

O material fecal foi colhido através de swab estéril da ampola retal,
armazenado no meio de Stuart e colocado a 4°C até o momento do isolamento.
Antes da colheita, os tutores convidados a participar assinaram o termo de
consentimento livre e esclarecido.

O trabalho foi submetido & Comissdo de Etica em Uso Animal e recebeu
parecer favoravel (UNISA 19/22).

5.2 Locais de Colheita

Os locais de colheita dos swabs retais foram atrelados as Campanhas de
Castracao que ocorreram pela Prefeitura do Municipio de Sdo Paulo, nos anos
de 2022 e 2023, no Jardim Santa Tereza e llha do Bororé no Distrito do Grajad,
no Jardim Améalia no Capao Redondo (Fig 2) e Jardim Shangrila (Fig 3).

O Jardim Santa Tereza (Fig 1) esta localizado no parque natural municipal
do Bororé, no distrito do Grajaud, e € conhecido como ilha do Bororé (Decreto

Municipal n® 52.972/2012). Margeado pela represa Billins, 20 % da sua area (til

€ composta por area rural e 80% pela vegetacdo de Mata Atlantica com presenca
de biodiversidade e corredores ecoldgicos, mas sofre pressao antropica
(CANATTO et al., 2012; GUTJAHR, 2013; MARTINS, 2005, PREFEITURA DE
SAO PAULO, 2022).


http://legislacao.prefeitura.sp.gov.br/leis/decreto-52972-de-14-de-fevereiro-de-2012
http://legislacao.prefeitura.sp.gov.br/leis/decreto-52972-de-14-de-fevereiro-de-2012
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Figura 1 - Localizacdo do Jardim Santa Tereza, zona Sul do municipio de S&o
Paulo.
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O Jardim Shangrila (Figura 2) também fica no distrito de Grajau proximo

a llha do Bororé, mas sdo separados por um braco da represa Billings. O local €
mais urbanizado quando comparado ao Jardim Santa Tereza e € margeado pelo
Parque Residencial Cocaia, Jardim Eliana, Monte verde, Cantinho do Céu e
Jardim das Gaivotas. Apresenta uma mistura de problemas rurais e urbanos.
Possui alta densidade populacional humana e animal, além de falhas no sistema

de saneamento basico (GUTJAHR, 2013; KATE, 2009; BOLETIM ISA, 2015;
PREFEITURA DE SAO PAULO, 2023).
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Figura 2 - Localizacéo do Jardim Shangrila, zona Sul do municipio de Séo Paulo.
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O Jardim Amaélia (Fig 3) fica no distrito do Campo Limpo, no bairro do
Capao Redondo. Foi criado em 1915 e era utilizado nos finais de semana para
pesca, caca e passeio a cavalo. Atualmente, faz divisa com bairros mais centrais
da zona sul como Vila Andrade, Paraisépolis e Morumbi, é préximo a represa da
Guarapiranga (CANATTO et al., 2012; GUTJAHR, 2013; KATE, 2009; BOLETIM
ISA, 2015; PREFEITURA DE SAO PAULO, 2023). E o bairro mais populoso do
distrito do Campo Limpo com 700.000 habitantes, apresenta 100% de éarea
urbana e problemas quanto ao acesso a saneamento basico (CANATTO et al.,
2012; GUTJAHR, 2013; KATE, 2009; BOLETIM ISA, 2015; PREFEITURA DE

SAO PAULO, 2023).

Figura 3 - Localizac@o do Jardim Amalia, zona Sul do municipio de S&o Paulo.
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53 Isolamento bacteriano

A partir do swab retal, foi realizado o esgotamento da amostra de fezes
em meio seletivo de dgar MacConkey (Himedia) e incubadas a 37°C por 18 a
24h. Trés colbnias lactose positivas e com morfologia compativel com E. coli
foram selecionadas ao acaso e armazenadas em agar triptona de soja (TSA 1%)

e estocadas em temperatura ambiente.

5.4 Identificac&o das colbnias

A identificacdo 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).

5.5 Teste de triagem para isolados de de beta-lactamases de

espectro estendido (ESBL).

Para a triagem de amostras E. coli ESBL foi utilizada a placa cromogénica
CHROMAGAR ESBL (Plastlabor®) que utiliza um meio seletivo para selecéo e
deteccado de bactérias gram negativas produtoras de ESBL.

Foi retirada uma algcada o TSA 1% e realizado o esgotamento nas placas
cromogénicas. Em paralelo, foi semeado em placa de agar sangue (base BHI
Kasvi, acrescido de 5% de sangue desfibrinado) para verificar crescimento. Na
presenca de alteracdo de cor do meio para avermelhado, os isolados foram
separados para deteccdo de genes codificador da enzima CTX-M pela PCR
(figura 6) e para o teste de aproximacgéao de discos (figura 5).

5.6 Caracterizacao fenotipica de isolados de beta-lactamases de
espectro estendido (ESBL) por Teste aproximacdo dos discos
(“Double-Disk Screening”)

Dos isolados triados pela placa cromogénica (figura 4), foi realizado o
teste de aproximacéo dos discos para a triagem de E. coli com beta-lactamase
de espectro estendido (BSL) (JARLIER et al. 1988). O método constituiu na
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utilizag&o da prova de disco de difuséo 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 relagdo 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) (JARLIER et al, 1988).

5.7 Deteccdo genotipica para identificacdo de isolados de beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL)

Para a realizacdo da PCR, as amostras triadas pela placa cromogénica
foram semeadas em placas contendo 4gar-sangue e mantidas na estufa a 37°C
por 18-24h. Uma algada das col6nias foi transferida para um microtubo contendo
200 pyL de Tris-EDTA pH 7,4 (TE, 0,1M Tris, 0,01M EDTA). O microtubo foi
levado ao termoaquecedor numa temperatura de 100°C por 20 minutos,
submetido a um ciclo de congelamento/descongelamento e centrifugado por 5
minutos a 12000 x g. O sobrenadante foi utilizado para a realizagdo da Reacao
em Cadeia pelo Polimerase utilizando primers direcionados ao gene bla ctx-m
(BONNET et al, 2001). A PCR foi realizada com GoTag®DNA Polimerase
(Promega), utilizando-se 6,25 pL de GoTagq®DNA Polimerase (Promega), 0,25
UL de primers senso e anti-senso a 15 uM, 4,5 mL de agua ultra-pura e 1,25 L
DNA. As condi¢cdes de reacdo foram uma desnaturacao inicial de 94°C por 5 min.
e 29 ciclos de 94°C por 1 min, 56°C por 1min., 72°C por 1min. E extensao final
de 72°C por 5 min. A leitura foi realizada apds corrida de eletroforese em gel a
2% e corada com SYBR™ Safe DNA Gel Stain (Invitrogen).

5.8 Analise Estatistica

Para a anéalise dos dados foi utilizada estatistica descritiva, com auxilio de

planilha eletrénica utilizando o programa Microsoft Office 365 Excel.

6. RESULTADOS
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Foram obtidos 167 isolados de E. coli, sendo 132 proveniente de caes e
35 de felinos. Provenientes de 72 swabs retais de 59 cées e 13 felinos
confirmados por MALDI-TOF MS. Dessas, 42% (71) das colbnias foram
provenientes do Jardim Sangril4, 30,5% (51) do Jardim Santa Tereza, e 26,9%
(45) do Jardim Amalia.

Apo6s semeadura em placa cromogénica (Figura 4) CHROMAGAR ESBL
(Plastlabor), 37 isolados foram triados para a confirmacéao por PCR (CTX-M) e
por disco de difusdo dupla. ApGs a realizacdo das técnicas confirmatérias por
disco difuséo dupla (Figura 5) e PCR (Figura 6), ndo houve constatagéo de E.coli

ESBL nos isolados triados.

Figura 4- Triagem através da placa cromogénica CHROMAGAR ESBL
(Plastlabor) dos isolados de E. coli de caes e gatos provenientes do swab retal.

Fonte: Arquivo Pessoal
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Figura 5- Caracterizagéo fenotipica de isolados de E. coli-ESBL por Teste
aproximacao dos discos (“Double-Disk Screening”) dos isolados de E. coli de
cées e gatos provenientes do swab retal triados pela placa cromogénica
CHROMAGAR ESBL (Plastlabor).

Fonte: Arquivo Pessoal

Figura 6- Deteccdo do gene bla crx-m para identificagdo de isolados de
beta-lactamases de espectro estendido (ESBL) dos isolados de E. coli de caes
e gatos provenientes do swab retal triados pela placa CHROMAGAR ESBL
(Plastlabor). CP (controle positivo).
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Fonte: Arquivo Pessoal
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7. Discussao

A circulacéo de E. coli portadora do gene ESBL vem sendo descrita cada
vez mais em caes e gatos no brasil e no mundo. O monitoramento destas
bactérias que anteriormente era de maior importancia para aves de producgéo, e
hoje nos preocupam com o aumento da prevaléncia em animais de companhia
devemos monitorar em alta escala de maneira continua para avaliarmos o0 risco
(MELO et al. 2018).

O maior numero de caes amostrados também foi registrado em outros
trabalhos como em Melo et al. (2018) e na revisdo sistematica conduzida por
Salgado-Caxito (2021). Uma das hipGteses seria a maior dificuldade em
manipular ou manter os gatos adequadamente domiciliados, a crencas que gatos
castrados nao servirem para o controle de roedores, da dificuldade de transportar
e manter eles em espera para o procedimento na campanha com alto volume de
animais ao mesmo tempo e do valor mais baixo das cirurgias de castracao e
facilidade na execucdo na técnica cirtrgicas quando comparados aos caes, 0

gue restringiria 0 acesso aos servi¢cos de saude particular.

A diferenca observada entre a triagem realizada com as placas
cromogénicas e os testes confirmatérios foi devida, provavelmente, ao uso da
amostra clinica ao invés de isolados além da baixa especificidade utilizada na
leitura, onde se considerou qualquer mudanca de cor como possivel presenca
de E.coli — ESBL, independente da visualizagéo clara de colbnias.

Na América do Sul, estudos de deteccdo de E.coli — ESBL foram
realizados em amostras de humanos saudaveis e doentes, animais, alimentos e
meio ambiente e a maior ocorréncia foi da enzima CTX-M (Bastidas-Caldes,
2022), por esse motivo, optou-se, nesse estudo, em procurar ser marcador
genético por PCR.

Salgado-Caxito et al. (2021) realizaram um estudo de reviséo sistematica
e metanalise e estimaram a prevaléncia de ESBL-E.coli em cdes em 6,87% (95%
IC: 4,461, 45%) e gatos em 5,04% (95% IC: 2,42-1,.22%), considerando 8005
cées e 2263 gatos. Essas amostras foram provenientes de diversas espécimes

de clinicos e animais saudaveis e ndo houve diferenca estatistica na prevaléncia
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entre essas duas espécies.

Apesar de nesse trabalho néo ter sido possivel a deteccdo de E.coli —
ESBL, outros mencionam o encontro em cédes saudaveis (CARVALHO et al.
2016, MELO et al. 2018, DOS SANTOS et al. 2021, RAMOS et al. 2022). Essa
divergéncia pode ter sido ao acaso ou pode estar relacionada a alguma
caracteristica das regides estudadas, como, por exemplo, a baixa pressao do
uso de antibidticos devido ao menor acesso a atendimento veterinario, por serem
areas distantes e em situacao de vulnerabilidade social, ja que a maioria das
amostras analisadas (122/167) foram dos Jardins Sangrila e Santa Tereza.

Dados da Prefeitura Municipal de S&o Paulo de 2023, estimam que desde
que o servico de esterilizacdo cirurgica foi oferecido, mais de 1.400.000 de
animais foram atendidos (PREFEITURA MUNICIPAL DE SAO PAULO, 2023).
Essa quantidade de animais manipulados nos traz um alerta pois, considerando
a prevaléncia ao redor de 5 % de E.coli ESBL (SALGADO-CALXITO et al.,
2021), pode existir a disseminacdo das bactérias multirresistente através da
contaminacdo do meio ambiente pelas fezes, favorecendo a disseminacéo e
transmissdo interespécie (MELO et al, 2018), portanto acBes de guarda
responsavel, como o recolhimento das fezes pelo tutor e destino adequado, sdo
necessarias como forma de prevenir possivel contaminacdo ambiental.

Outro ponto importante a ser ressaltado, é o refor¢o de procedimentos de
boas préticas e o0 uso de equipamento de protecdo individual (EPI),
paramentacdo e treinamento para as equipes dos programas de controle
populacional de animais, no intuito de proteger os profissionais, médicos
veterinarios, enfermeiros, estagiarios, alunos, e os tutor de infec¢bes por
enterobactérias pelo contato direto, mediado por fémites ou pelo meio ambiente
(MELO et al., 2018; SFACIOTTE et al., 2021)

8. CONCLUSAO

Nesse trabalho n&o foi possivel a detecgéo de E.coli_ ESBL, mas esforgos de
monitoramento devem ser realizados de maneira continua para que se possa
estabelecer o risco que esses animais trazem para as familias multiespecies e

oferecer medidas de mitigacéo.
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