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RESUMO

Escherichia coli é responsavel por causar infec¢@es intestinais e extraintestinais em seres
humanos e animais. Dentre os diferentes patotipos de E. coli, as EXPEC (Extraintestinal
Pathogenic Escherichia coli ou E. coli patogénica extraintestinal) destacam-se por
possuirem fatores de viruléncia que permitem a ocorréncia de infec¢des em diversos
sitios. Apesar da crescente importancia desse patotipo, existem poucos trabalhos na
literatura brasileira avaliando EXPEC isoladas de animais de companhia. Com isso, 0
objetivo deste estudo foi caracterizar estirpes de E. coli isoladas de quadros de infec¢édo
extraintestinal em cées quanto aos filogrupos, marcadores de viruléncia, sensibilidade
antimicrobiana, bem como associar com as informacBes clinicas-epidemioldgicas
disponiveis. Um total de 50 estirpes de E. coli foram isoladas de amostras de urina (66%
- 30/50), feridas cirargicas (26% -13/50), otites (6% - 3/50) e outros sitios extraintestinais
(8% 4/50) de cdes atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Federal de Minas
Gerais (UFMG) entre 2017 e 2019. Os dados extraidos dos prontuérios revelaram que a
maioria dos animais apresentavam aumento de ureia e creatinina (19/31-61%) e quase
metade leucocitose (14/29 - 48%). O filogrupo B2 (66%) prevalenceu, enquanto 0s
fatores de viruléncia focG, fimH, cnfl e iutA foram frequentemente detectados
independente do sitio de infeccdo. Metade dos isolados foram classificados como
multirresistentes (50% - 25/50), destacando-se a resisténcia a ampicilina (26/50 — 52%),
sulfametoxazol (24/50 - 48%) e oxitetraciclina (24/50 - 48%). O filogrupo B2 apresentou
menor propor¢do de estirpes resistentes quando comparado com os demais filogrupos.
Além disso, 26% e 8% dos isolados foram positivos para Peta-lactamases de espectro
estendido (ESBL) e Beta-lactamases AmpC (AmpC), respectivamente. A alta frequéncia
de estirpes multirresistentes e produtoras de enzimas B-lactamases sugere a epidemiologia

de ExXPEC isolados de animais de companhia no Brasil.

Palavras-chave: cées, extraintestinal, ESBL, AmpC, multiresisténcia



ABSTRACT

Escherichia coli is responsible for intestinal and extraintestinal infections in humans and
animals. Among the different E. coli pathotypes, such as EXPEC (Extraintestinal
Pathogenic Escherichia coli or extratestinal pathogenic E. coli) stand out for having
virulence factors that allow the occurrence of infections in several sites. Despite the
growing importance of this pathotype, there are few studies in the Brazilian literature
evaluating EXPEC isolated from company animals. With that, the objective of this
objective is to characterize the E. coli strains isolated in terms of extra infection tests in
dogs, virulence markers, antimicrobial sensitivity, as well as studied with the available
clinical-epidemiological information. A total of 50 E. coli estimates were isolated from
urine samples (6% -30/50), integrated mixtures (26% -13/50), otitis (6% -3/50) and other
extraintestinal sites (8 % -30/50) % 4/50) of dogs treated at the Veterinary Hospital of the
Federal University of Minas Gerais (UFMG) between 2017 and 2019. The data obtained
from the medical records presented that most animals showed an increase in urea and
creatinine (19 /31-61%) and almost half leukocytosis (14/29 - 48%). Phylogroup B2
(66%) prevailed, while virulence factors focG, fimH, cnfl and iutA were frequently
observed regardless of the site of infection. Half of the isolates were classified as
multidrug resistant (50% - 25/50), highlighting resistance to ampicillin (26/50 - 52%),
sulfamethoxazole (24/50 - 48%) and oxytetracycline (24/50 - 48%). Phylogroup B2
showed a lower proportion of resistant strains when compared to the other phylogroups.
In addition, 26% and 8% of the isolates were positive for extended-spectrum -lactamases
(ESBL) and AmpC (AmpC) B-lactamases, respectively. A high frequency of multidrug-
resistant strains and § B-producing enzymes suggests the epidemiology of EXPEC isolated

from company animals in Brazil.

Keywords: dogs, extraintestinal, ESBL, AmpC, multidrug resistance
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1 INTRODUCAO

Escherichia coli € uma espécie bacteriana bastante diversa, sendo caracterizada em
estirpes comensais da microbiota intestinal e estirpes patogénicas intestinais e extraintestinais
(JOHNSON; RUSSO, 2005; PITOUT, 2012). E um patégeno oportunista e pode estar
relacionado a uma variedade de infeccbes graves em seres humanos e animais (THOMPSON
etal., 2011). As estirpes patogénicas relacionadas a infec¢des entéricas sdo denominadas E. coli
Diarreiogénicas (DEC) e as estirpes patogénicas associadas a infecgdes fora do trato intestinal,
sdo denominadas E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC) (NATARO; KAPER, 1998;
PITOUT, 2012).

As infecgOes causadas por EXPEC apresentam diferentes genes de viruléncia, que variam
de acordo com a presenca de fatores de viruléncia que confere a esse grupo a capacidade de
colonizar sitios fora do intestino do hospedeiro (SIQUEIRA et al., 2009; OSUGUI et al., 2014;
MANGES et al.,, 2019). Adicionalmente aos genes de viruléncia, diferentes grupos
filogenéticos podem estar associados a patogenicidade desse microrganismo. Atualmente, 0s
isolados de E. coli podem ser classificados em nove grupos filognéticos (A, B1,B2,C, D, E, F
e G) eemumclado | (CLERMONT et al., 2013).

Além da capacidade de causar infec¢Oes intestinais e extraintetinais, destaca-se a
resiténcia antimicrobiana de E. coli. Nos ultimos anos, 0 aumento da resisténcia antimicrobiana
em hospitais e na comunidade tornou-se um grande problema de satde publica (UKAH et al.,
2018). Estima-se que, devido & falha do tratamento com antimicrobianos, o numero de mortes
por infeccdes bacterianas chega a 700.000 individuos a cada ano, com potencial para alcancar
mais de 2,5 milhdes de pessoas por ano a partir de 2050 (IACG, 2019). Nesse contexto, tém
crescido os relatos de isolamento de estirpes de E. coli multirresistentes em animais, incluindo
estirpes EXPEC, principalmente no ambiente hospitalar veterinario (EWERS et al., 2014; LIU;
THUNGRAT; BOOTHE, 2016; FLAMENT-SIMON et al., 2020).

A crescente ocorréncia de estirpes multirresistentes pressiona pelo controle de
antimicrobianos criticamente importantes que, idealmente, deveriam ser reservados
exclusivamente para o tratamento de seres humanos (OSUGUI et al., 2014; FLORES-
MIRELES et al., 2015; LIU; THUNGRAT; BOOTHE, 2016). Com isso, a literatura cientifica
tém chamado atengdo para necessidade de mais estudos que permitam um melhor manejo de
infeccbes em ambientes clinicos (COQUE; BAQUERO; CANTON, 2008; DOLEJSKA et al.,
2013).
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Entre os isolados multirresistentes, chamam atencdo as bactérias produtoras de [-
lactamases de espectro estendido (ESBL) e/ou AmpC. Até recentemente as bactérias produtoras
de ESBL/AmpC eram observadas quase que exclusivamente na medicina humana. Entretanto,
diversos estudos, tém mostrado a presenca dessas enzimas em animais de diferentes espécies,
incluindo cdes (SUN et al., 2010; MUNCH; WOCHENSCHR; GRAM-, 2011; WIELER et al.,
2011). A similaridade genética entre os isolados de seres humanos e animais levou a hipétese
que caes possam agir como fonte de infeccdo ou mesmo reservatorios para a disseminagédo
desses elementos moveis (GUARDABASSI, 2004; REEVES et al., 2011; VAN DEN BUNT et
al., 2020). A resisténcia causada por essas enzimas pode resultar na reducdo da eficacia ou na
falha da terapia antimicrobiana. Infeccbes causadas por bactérias produtoras de ESBL tém sido
associadas a aumentos de morbidade, mortalidade, tempo de permanéncia no hospital e das
despesas hospitalares (PITOUT, 2010).

Apesar da conhecida importancia da E. coli na clinica de pequenos animais e na satde
pablica, ainda sdo limitadas as informacdes sobre E. coli extraintestinal isoladas de pequenos
animais no Brasil, incluindo questbes relacionadas a epidemiologia molecular e resisténcia

antimicrobiana dos isolados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Identificar a frequéncia dos grupos filogenéticos e fatores de viruléncia eavaliar o perfil
de sensibilidade antimicrobiana, de estirpes de E. coli isoladas de sitios extraintestinais de cdes

atendidos no Hospital Veterinario da UFMG.

2.2 Objetivos especificos

I. Identificar os genes de viruléncia de E. coli associadas a infec¢des extraintestinais em
caes;
Il.  Identificar os filogrupos de E. coli associadas a infec¢Oes extraintestinais de cées;
I1l.  Avaliar a sensibilidade antimicrobiana dos isolados de E. coli frente aos principais
antimicrobianos utilizados em seres humanos e animais;
IV. Identificar a presenca de isolados de E. coli produtora das enzimas ESBL e/ou AmpC;
V. Avaliar associacOes entre fatores de viruléncia, filogrupos, resisténcia antimicrobiana

e dados clinico-epidemiolégicos dos animais.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Aspectos gerais de Escherichia coli

Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae e filo Proteobactéria, & um bacilo
Gram-negativo, anaerobio facultativo, com variantes moveis e imoveis (KAPER; NATARO;
MOBLEY, 2004). Foi descrita pela primeira vez em 1885 ap0s ser isolada de fezes de criancas
recém-nascidas (ESCHERICH, 1988; CHAUDHURI; HENDERSON, 2012). Naquela época,
a bactéria recebeu o nome de Bacterium coli dvido a morfologia, um bastéo curto, e em 1919,
apo6s uma revisdo de literatura, foi renomeada em referéncia ao pesquisador que a descobriu
(CHEN; FRANKEL, 2005). Sdo consideradas mesofilas, sendo capaz de crescer em
temperatura entre 18 °C a 44 °C, sendo 37 °C sua temperatura ideal. Seu tamanho pode variar
de 1,1 pma 1,5 um por 2 um a 6 pm com caracteristica de coldnias lisas, rugosas ou mucoides
(SHIN; WHON; BAE, 2015).

A espécie bacteriana pode ser dividia em dois grandes grupos: comensal e patogénico. O
primeiro grupo é constituido por amostras pertencentes a microbiota intestinal de seres humanos
e animais. As patogénicas possuem mecanismos de viruléncia e patogenicidade especificos,
sendo capazes de causar infec¢des em diferentes hospedeiros e sitios de infecgdo. Algumas
estirpes destacam-se como importantes causadoras de infecgdes intestinais, sendo nomeadas
estirpes diarreiogénicas ou E. coli patogénica intestinal (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004;
CROXEN; FINLAY, 2010).

Outros sitios do hospedeiro também podem ser acometidos por este patdgeno, causando
quadros diversos como infec¢des no trato genito-urinario, infecgdes de feridas ou até infeccBes
sistémicas graves (ALKESKAS et al., 2015; ZOGG et al., 2018b; KIDSLEY et al., 2020). Tais
casos sdo comumente causados por estirpes conhecidas como E. coli patogénica extraintestinal
ou EXPEC (MANGES et al., 2019).

3.2 Técnicas de classificacdo soroldgica e molecular de Escherichia coli

3.2.1 Sorotipagem

Com intuito de entender melhor a dindmica epidemioldgica de E. coli nos diferentes
quadros de colonizagéo e infecgdo causadas por esse agente, diversas técnicas de classificacdo
tém sido utilizadas (CLERMONT; GORDON; DENAMUR, 2015). Isolados de E. coli podem
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ser classificados de acordo com os sorotipos de antigenos que apresentam. Os métodos de
sorotipagem mais comumente usados para este patégeno incluem a pesquisa de antigenos
somaticos (O), uma cadeia de polissacarideo termoestavel presente na parede externa das
bactérias gram-negativas; antigenos flagelares (H), uma cadeia de natureza proteica e
termold&bil; e antigenos capsulares (K), referentes aos polissacarideos que envolvem a parede
celular (KAUFFMANN, 1947; FRATAMICO et al., 2016).

No Brasil, as amostras de E. coli sdo sorotipadas pelo laboratério de referéncia Instituto
Adolf Lutz (IAL) que recebe isolados clinicos de varios laboratérios de saude publica para
identificar e caracterizar a espécie em sorotipos (ORI et al., 2019). Embora a sorotipagem
permita estabelecer certa associa¢do epidemioldgica, ndo € suficiente para caracterizar estirpes
patogénicas de E. coli. Logo, tem crescido o uso de técnicas moleculares para detectar fatores
de viruléncia relacionados a infec¢fes em seres humanos e animais (LEIMBACH; HACKER,;
DOBRINDT, 2013).

3.2.2  Filogrupos

Ao longo da escala evolutiva, no contexto de heterogeneidade genética, houve a formacéo
de diferentes clones de E. coli, devido a aquisicdo ou a perda de elementos genéticos. Essa
constatacdo sé foi possivel com o advento de técnicas de biologia molecular mais sofisticadas,
como o senquenciamento genético permitindo analises filogenéticas, muito importantes para o
reconhecimento da origem e distribui¢do de linhagens de E. coli.

Atualmente, sdo descritos nove filos de E. coli A, B1, B2, C, D, E, F, G e clado |
(CLERMONT et al., 2013, 2019; SAROWSKA et al., 2019) (Figura 1). Estipes comensais
normalmente sdo agrupadas nos filogrupos A, B1 e C, enquanto as linhagens associadas a
infecces intestinais pertencem sobretudo ao filogrupo B2 e em menor frequéncia aos
filogrupos D, E ou F (CLERMONT et al., 2013). J4 a maioria das EXPEC pertencem ao grupo
B2, enquanto estirpes do filogrupo D sdo eventualmente isoladas de sitios extraintestinais e
normalmente apresentam menos fatores de viruléncia. Além disso, estas estirpes
extraintestinais podem apresentar uma combinacao diversa desses fatores (TRAMUTA et al.,
2011). De acordo com Picard et al. (1999), uma possivel explicacdo da associagdo da viruléncia
com a filogenia é dada pela hipotese de que alguns determinantes de viruléncia dependem de

um grupo filogenético especifico para expressao de patogenicidade.
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Figura 1 MLST em estipes de E. coli e sua relagdo entre os filogrupos em comparagdo com a estirpe
referéncia de E. fergusonii. Imagem adaptada de Tenaillon et al., (2010).

EXPECs possuem fatores de viruléncia que permitem colonizar, invadir e escapar do
sistema imune do hospedeiro (HUTTON et al., 2018). Apesar de ndo existir uma caracteristica
Unica para definir um organismo como ExXPEC, a associacéo de fatores de viruléncia € utilizado
para classificar essas estirpes (KOHLER; DOBRINDT, 2011). Alguns autores sugerem que
para classificar um isolado como EXPEC é necesséario a associa¢do de determinados genes de
viruléncia considerados marcadores para causar infeccdo (JOHNSON; STELL, 2000;
GUARDABASSI, 2004).

Embora os genes de viruléncia possam variar entre os filogrupos, a maioria dos isolados
com maior grau de viruléncia pertencem principalmente ao filogrupos B2 (VALAT et al.,
2020). Por outro lado, dados recentes mostraram que os filogrupos A e Bl estdo mais
frequentemente relacionados a resisténcia bacteriana, sugerindo que esse fendmeno pode estar
relacionado ao fato de que estirpes resistentes podem ser originarias de populacdes menos
virulentas (EWERS et al., 2014; OSUGUI et al., 2014).
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3.2.3 Patotipos e fatores de viruléncia

As estirpes de E. coli que ndo causam infeccdes no hospedeiro, sdo chamadas de
comensais. Em contrapartida, clones altamente adaptados possuem fatores de viruléncia
variados que conferem a habilidade e colonizacdo de novos sitios. Essas estirpes capazes de
provocar doenca sdo classificadas em patotipos e podem ser divididas em patogénicas
intestinais e extraintestinais (KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004; PITOUT, 2012).

Estirpes relacionadas as manifestacdes clinicas entéricas ou diarreiogénicas sdo
denominadas como E. coli diarreiogénicas (DEC), divididas em sete categorias: E. coli
enteropatogénica (EPEC); E. coli enterotoxigénica (ETEC); E. coli enteroinvasora (EIEC); E.
coli produtoras da toxina de Shiga (STEC), das quais a E. coli enterohemorragica (EHEC)
constituem um subtipo; E. coli enteroagregativa (EAEC); e E. coli que adere difusamente
(DAEC) (NATARO; KAPER, 1998).

Jé& as estirpes de E. coli extraintestinal (EXPEC) séo aptas a disseminar-se e colonizar
outros sitios do hospedeiro e se dividem em: UPEC (E. coli Uropatogénica), NMEC (E. coli
associada a Meningite Neonatal), SEC (E. coli Septicémica) NSEC (E. coli Septicémica
Neonatal) e APEC (E. coli Patogénica para Aves) (SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007;
PITOUT, 2012).

O grupo EXPEC contém uma estrutura filogenética complexa, com uma variedade de
fatores de viruléncia que permitem a colonizacdo de bactérias em diferentes ambientes
extraintestinais (Tabela 1) (TERLIZZI; GRIBAUDO; MAFFEI, 2017; SAROWSKA et al.,
2019; KIDSLEY et al., 2020). A identificacdo de fatores de viruléncia relacionados a doencas
e a aplicacdo de métodos moleculares tém sido usados para determinar a relagdo genética e a
estrutura clonal de amostras.

Os fatores de viruléncia associados a EXPEC sdo altamente diversos e sdo localizados no
cromossomo bacteriano, ilhas de patogenicidade, plasmideos e outros elementos moveis.
Dentre 0s genes contidos nessas regides, destacam-se 0s grupos de adesinas, toxinas, sistemas
de aquisicdo de ferro, producio de capsulas e invasinas (RON, 2010; KOHLER; DOBRINDT,
2011; DALE; WOODFORD, 2015).
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Tabela 1 Principais fatores de viruléncia de EXPEC. Adaptado de Dale e Woodford, 2015

Fator de viruléncia Gene(s) codificadores(s)
Fimbria tipo 1 fimH
Regido central da fimbria tipo 1 focG
Adesinas Fimbria tipo P papC
Fimbria tipo P papG
Fimbria tipo S sfa/sfaS
Fator citotoxico necrosante tipo 1 cnfl
Toxinas Toxinas a-hemolisina hlyA
Proteina uropatogénica especifica usp
Sistema de
aquisicéo Receptor de aerobactina iutA
de ferro
Protectinas Proteina de conjugacédo traT

Entre os fatores de viruléncia das EXPECs, as adesinas sdo consideradas indispensaveis
para que ocorra infeccdo, ja que sdo responsaveis pela adesao as células epiteliais dos diversos
sitios colonizados e por estimular a producéo de citocinas pelas células T (SAROWSKA et al.,
2019). A adeséo permite ainda a liberagdo de suas toxinas diversas nos tecidos dos hospedeiros
(MULVEY, 2002), tais como a hemolisina (hlya), o fator citotéxico necrosante tipo 1 (cnfl) e
a proteina uropatogénica especifica (usp), que promovem a destruicao celular (SOUSA, 2006;
DALE; WOODFORD, 2015).

Além das adesinas e das toxinas, existem fatores de viruléncia que auxiliam as EXPEC a
escaparem do sistema imune dos hospedeiros, como a resisténcia a acao litica do complemento
pela producdo da proteina de membrana externa (traT), por exemplo (JOHNSON; STELL,
2000; JOHNSON; RUSSO, 2005). A invasdo de E. coli pode ser facilitada ainda por sistemas
especializados de aquisicdo de ferro chamados sideréforos, que permitem o crescimento
bacteriano em ambientes com baixa concentracdo desse micronutriente, uma vez que a sua
deficiéncia pode comprometer sua fungéo celular (CHERAYIL, 2011; SAVIOLLI et al., 2016).

Embora a expressdo de um Unico gene ndo seja capaz de causar doenca, a associacao de
um conjunto desses podem representar uma maior patogenicidade (KRAWCZYK etal., 2015).
Os fatores de viruléncia possuem expressdo variavel, e por essa razao, a identificacdo do gene
requer uma abordagem mais ampla, com associacdo a sitios especificos de infec¢des, uma vez
que existem genes onipresentes em bactérias com diferencas entre as linhagens comensais e

patogénicas. Por exemplo, o operon fim aparece em quase todas E. coli bem como outros
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géneros de Enterobacteriaceae. No entanto, sua especificidade requer um receptor da molécula
de adesina fimH (JOHNSON; RUSSO, 2002).

A deteccdo de fatores de viruléncia é de extrema importancia para identificar
caracteristicas especificas que, por sua vez, podem explicar a patogenia das doencas
extraintestinais e intestinais. A caracterizacao de estirpes EXPEC pode auxiliar na definicdo de
estratégias para entender, controlar e evitar essas infeccdes (SAROWSKA et al., 2019).

3.3 Resisténcia antimicrobiana de Escherichia coli

Desde o surgimento dos antimicrobianos em meados do seculo XX, esses tém sido
frequentemente utilizados na reducdo da morbidade e mortalidade de uma série de infeccdes
em seres humanos e animais, assim como para promoc¢ao do crescimento e ganho de peso de
espécies de producdo (GUARDABASSI; KRUSE, 2008; BOERLIN; WHITE, 2013).
Especificamente em hospitais e clinicas veterinarias, onde o uso de antimicrobianos tende a ser
mais intenso, a ocorréncia de infec¢cbes nosocomiais por microrganismos multirresistentes
torna-se um desafio a parte, levando a consequéncias como internacdes prolongadas, alto custo
e, mais preocupante, infeccdes graves sem resposta ao tratamento (SHORR, 2009; FLORES-
MIRELES et al., 2015).

A resisténcia antimicrobiana de e E. coli tem aumentado significativamente nos Gltimos
anos e € preocupante, ja que esse microrganismo tem grande capacidade de sofrer mutacdes,
adquirir e transmitir elementos genéticos moveis que contém genes de resisténcia (CHROMA,;
KOLAR, 2010). Nessa perspectiva, estirpes de E. coli comensais também podem atuar como
reservatorios de genes de resisténcia a antimicrobianos que podem ser transmitidos para E. coli
patogénicas, ou mesmo outros patdgenos da familia Enterobacteriacea, capazes de infectar
diversos hospedeiros (TADESSE et al., 2012). Além disso, nos ultimos anos, estudos
mostraram relagdes entre o perfil de sensibilidade antimicrobiana entre isolados de animais e
seres humanos (GUARDABASSI, 2004; UKAH et al., 2018). Deve-se destacar que ha relatos
na literatura de que cées e seres humanos compartilham entre si estirpes com 0s mesmos genes
de viruléncia (LJUNGQUIST et al., 2016).

As infecgdes do trato urinario (ITU) séo as doencas infecciosas diagnosticadas com mais
frequéncia na clinica de pequenos animais, sendo E. coli o agente etiologico mais comumente
isolado de cdes (MCMEEKIN et al.,, 2017). O grupo de agentes antimicrobianos mais

amplamente utilizados contra as ITU sdo os PB-lactamicos, comumente a ampicilina, a
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amoxicilina/acido clavulanico ou a cefalosporina de primeira e segunda geracdo, enquanto a
amicacina, a cefalosporina de terceira geracdo ou as fluorquinolonas sdo recomendadas para
infecces complicadas (infeccdes mais graves que resultam em infeccdo secundaria e
anormalidades detectaveis no sistema imune do hospedeiro) (WEESE et al., 2011). Existen a
preocupacao quanto ao aumento da resisténcia de drogas consideradas de Ultima escolha, j& que
a medicina humana e a medicina veterinaria compartilham entre si as mesmas classes de
antimicrobianos (HUGHES et al., 2012; BORTOLAMI et al., 2019).

Atualmente, existem diversos mecanismos conhecidos sobre a aquisicdo da resisténcia a
antimicrobianos por E. coli, sendo as mais importantes, a producao de -lactamases de espectro
estendido (ESBLSs), B-lactamases AmpC e carbapenemases (BUSH; JACOBY, 2010; BUSH,
2018). Estabelecer um sistema de monitoramento é importante para a deteccdo da resisténcia
antimicrobiana, ajudando na selecao da terapia empirica mais eficaz. Ferramentas fenotipicas e
moleculares empregadas nos ultimos anos facilitaram o entendimento sobre elementos
resisténcia bacteriana. Isso é fundamental para esclarecer os impactos causados pela emergéncia
de estirpes resistentes, além de orientar medidas que auxiliam a vigilancia epidemioldgica de

E. coli, a fim de reduzir a propagacdo dessas estirpes (EWERS et al., 2012).

3.3.1 Beta-lactamases de espectro estendido (ESBL)

A producdo de enzimas [-lactamases é o principal mecanismo de resisténcia em
Enterobacteriaceae (SCHAUFLER et al., 2015). Enterobactérias produtoras de -lactamases de
espectro estendido (ESBL) sdo resistentes as cefalosporinas de 32 e 42 geracdo e aztreonam
(BUSH; JACOBY, 2010). Esses, por sua vez, sdéo comumente utilizados para tratar infecges
contra enterobactérias, como E. coli e Klebsiella pneumoniae. Essas enzimas, na sua maioria,
sdo codificadas por genes presentes em plasmideos e sdo conhecidas principalmente por sua
capacidade de hidrolisar grande parte dos antimicrobianos p-lactamicos, expressando assim
resisténcia a maltiplas drogas (COQUE; BAQUERO; CANTON, 2008; EWERS et al., 2012;
HUBER etal., 2013; LIU; THUNGRAT; BOOTHE, 2016; PATERSON, 2000). Por essa razao,
bactérias capazes de produzir essas enzimas tornaram-se um grande problema de satde publica,
uma vez que os B-lactamicos séo os antimicrobianos mais amplamente utilizados tanto na
medicina humana como na medicina veterinaria (HUGHES et al., 2012; BORTOLAMI et al.,
2019).
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Tais enzimas podem ser classificadas com base na sua estrutura molecular ou
caracteristicas funcionais (REYGAERT, 2018). Devido a grande variedade das p-lactamases,
0s métodos de classificacdo foram empregados para facilitar seu entendimento. Os métodos
mais utilizados sdo a classificacdo de Ambler (1980) e Bush; Jacoby; Medeiros (1995). A
classificacdo de Ambler é baseada na estrutura molecular e similaridade entre as sequéncias de
aminoacidos e as enzimas sdo divididas em quatro classes (A, B, C e D). A classificacdo de
Bush é baseada no perfil do substrato da atuacdo da enzima, além de propriedades fisicas e
inibitdrias. Conforme demonstrado na Tabela 2, o sistema de classificacdo das p-lactamases é

dividido em quatro grupos e seis subgrupos.
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Tabela 2 - Classificagdo de B-Lactamases de acordo com os sistemas de classificacdo de Ambler e de Bush-Jacoby-Medeiros. Adaptado de Bush & Jacoby, 2010.

Classificacao de

Classificacdo de

Principais caracteristicas bioquimicas

Principais substratos

Bush- Jacoby- Ambler
Medeiros
1 C Nao sdo inibidos pelo acido clavulanico. Principalmente localizados no cromossomo de bactérias Cefalosporinas Ex: AmpC, CMY-2, Fox-1
gram-negativas
2a A Sofrem inibigéo pelo 4cido clavulanico. Presentes em bactérias gram- positivas. Penicilinas
2b A Penicilinas de amplo espectro em bactérias gram-negativas. Inibidas pelo &cido clavulanico. Penicilinas e cefalosporinas
Ex.: TEM-1, TEM-2, SHV-1
B-lactamase de espetro estendido conferindo resisténcia as cefalosporinas e monobactamicos. Penicilinas, cefalosporinas de amplo espectro e
Zbe A Inibicdo pelo &cido clavulanico. monobactamicos
Ex.: TEM-3, SHV-2, CTX-M15, PER-1
2br A Reduzida ligacéo aos inibidores de beta- lactamases Penicilinas Ex.: TEM-30, SHV-10
2c A Modestamente inibida pelo acido clavulanico Penicilinas e carbenicilina (PSE-1)
2d D Modestamente inibida pelo acido clavulanico Penicilinas, oxacilina, cloxacilina (OXA)
2e A Inibida pelo &cido clavulanico Cefalosporinas
2f A Inibida pelo &cido clavulanico Penicilinas, cefalosporinas, monobactamicos e
carbapenémicos (KPC)
3 B Metalo-f-lactamases, conferindo resisténcia a maioria dos f3- lactamicos, exceto monobactdmicos. N&o Penicilinas, cefalosporinas e carbapenémicos
inibido pelo &cido clavulanico.
4 ND * N&o sdo inibidas pelo acido clavulanico, e ainda ndo possuem grupo molecular definido Penicilinas

* Né&o determinado
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A acdo das enzimas ¢ bloqueada por inibidores da P-lactamase, como acido
clavuléanico, sulbactam e tazobactam (RAWAT; NAIR, 2010). Os antimicrobianos
quando associados a esses compostos sdo capazes de combinar fortemente com as
enzimas, impedindo sua acdo e restabelecendo a atividade dos [-lactamamicos
(TRABULSI, L; ALTERTHUM, 2008).

Embora os relatos de bactérias produtoras de ESBL em animais de companhia terem
sidos negligenciados por muito tempo, trabalhos recentes demonstram alta frequéncia
desses isolados, provenientes principalmente de cées, gatos e cavalos (SUN et al., 2010;
MUNCH; WOCHENSCHR; GRAM-, 2011; WIELER et al., 2011). A disseminagio de
isolados ESBL obtidos de animais de companhia reduz gradualmente as opgOes
terapéuticas para seu tratamento, além de favorecer a propagacao de estirpes produtoras
de ESBL para humanos e outros animais. Estudos demonstraram semelhancas entre os
perfis de resisténcia antimicrobiana de E. coli isoladas tanto de animais como de seus
proprietarios, as quais pertenciam também aos mesmos grupos filogenéticos
(CARVALHO et al., 2016; LJUNGQUIST et al., 2016). Mais recentemente, autores tém
demonstrado, por meio de técnicas de tipagem molecular e analise de genoma, a
clonalidade de bactérias produtoras de ESBL de animais de companhia e seres humanos
residentes na mesma casa, sugerindo uma possivel transmissdo zoonotica (GRONTHAL
etal., 2018; TOOMBS-RUANE et al., 2020; VAN DEN BUNT et al., 2020).

Diversos estudos investigaram a presenca de bactérias ESBL em diferentes espécies
de animais. Em um estudo realizado na Franca, 0s pesquisadores encontraram altas
frequéncias de ESBL e AmpC (29%) em estirpes isoladas de amostras de fezes de cavalos
saudaveis (LAGARDE et al., 2019). A presenca desta enzima também foi observada em
isolados de animais de producdo doentes, como aves, porcos e bovinos (MICHAEL et
al., 2017). Devido ao contato préximo entre seres humanos e animais e a ingestdo de
produtos de origem animal, a presenca de bactérias ESBL em animais representam um
problema de saude publica. Portanto, é extremamente importante identificar essas
enzimas em isolados de animais para ampliar as medidas de monitoramento da
disseminacdo de resisténcia bacteriana (EWERS et al., 2012).

Existem diferentes protocolos que presumem a presenca de bactérias produtores de
ESBL (CLSI, 2012). A identificacdo inicial pode ser feita mediante a realizacdo do
antibiograma pela técnica de disco difuséo, utilizando antimicrobianos marcadores como
cefalosporinas de terceira geragcdo nos quais possuem pontos de corte sugeridos pelo

CLSI. Para a confirmacdo, o teste é realizado pela utilizacdo de um disco de amoxicilina
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com &cido clavulanico no centro da placa e distante a 20 mm dos outros discos dos -
lactdmicos ceftazidima, cefotaxima, ceftriaxona e/ou aztreonam. O efeito sinérgico do
inibidor de B-lactamase com os B-lactamicos pode causar um fendmeno conhecido como
“zona fantasma”. Trata-se de uma distorc¢ao dos halos de inibigédo entre o disco contendo
acido clavulanico ¢ do antimicrobiano B-lactamico, confirmando assim a producéo de
ESBL pelo isolado (JARLIER et al., 1988).

3.3.2 B-lactamases AmpC

De acordo com a classificagdo estrutural de Ambler, o termo AmpC define uma
classe de enzimas que pertencem a classe molecular C, como também a um grupo de
enzimas com sitio ativo de serina capazes de hidrolisar cefalosporinas (JACOBY, 2009).
Podem ser classificadas em dois grandes grupos de acordo com sua origem, sendo,
cromossdmicas e plasmidiais. As enzimas de origem plasmidial tém sido comumente
encontradas em K. pneumoniae e E. coli (PHILIPPON; ARLET; JACOBY, 2002). Além
da localizacdo, diferem pela presenca de genes acessorios e reguladores presentes nos
grupos cromossémicas, e ausentes nas plasmidiais.

A expressdo de AmpC em bactérias da familia Enterobacteriaceae geralmente é
observada em niveis basais e podem inativar a acdo das cefalosporinas. Contudo, se
produzida em niveis elevados, outros B-lactamicos podem ser inativados (PATERSON,
2006; JACOBY, 2009; BUSH; JACOBY, 2010). A hiperproducdo de AmpC em bactérias
Gram-negativas pode ocorrer pela mutagdo no gene cromossémico, ou pela aquisicdo de
plasmideos ou outros elementos moéveis, denominados entdo AmpC mediadas por
plasmideo (PEREZ-PEREZ; HANSON, 2002). Esses plasmideos que codificam o gene
AmpC tém propagacdo em bactérias com capacidade de expressar AmpC cromossdmico,
como E. coli, K. pneumoniae e Proteus mirabilis (JACOBY, 2009; MEINI et al., 2019).
Portanto, bactérias produtoras de AmpC transportadas por plasmideo, incluindo E. coli,
estdo cada vez mais descritas em todo o mundo (BOGAERTS et al., 2015; TOOMBS-
RUANE et al., 2017; VAN DEN BUNT et al., 2020).

As B-lactamases AmpC néo séo inibidas por inibidores de p-lactamase como as
ESBL, e por essa razdo, apresentam resisténcia a quase todos p-lactamicos disponiveis
terapeuticamente (DIERIKX et al., 2012; PITOUT, 2012). A utilizagéo de inibidores da

R-lactamase, como o acido clavulanico, e a incapacidade de hidrolisar as cefamicinas
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podem ser usadas para diferenciar as ESBL das 3-lactamases do tipo AmpC (RAWAT;
NAIR, 2010).

Existem diferentes testes para confirmar a presenca de Amp descritos na literatura
(JACOBY, 2009; EDQUIST et al., 2013). Os testes de confirmagdo fenotipica sao
geralmente baseados na inibic¢éo por cloxacilina ou derivados do &cido bordnico que sdo
bons inibidores de AmpC. Para E. coli, no entanto, esses testes de confirmagdo néo
diferenciam AmpC plasmidial e cromossomico (MEINI et al., 2019). Um teste baseado
na comparacao da zona de inibicdo em torno do disco cefoxitina e um disco de cefoxitina
suplementado com inibidor cloxacilina demonstrou ter alta sensibilidade e especificidade
para deteccdo de AmpC plasmidial (TAN et al., 2009).

A incidéncia de ESBL e AmpC em infeccOes extraintestinais em seres humanos e
animais aumentou consideravelmente nos Gltimos anos, ndo apenas em ambientes
nosocomiais, como também em ambientes comunitarios. Portanto, recomenda-se na
rotina laboratorial testes de sensibilidade antimicrobiana, além da confirmacdo dessas
enzimas para direcionar melhor o tratamento, e, com isso, reduzir a propagacdo de
bactérias multirresistentes (SCHWABER et al.,, 2006; BARCO et al., 2015;
BORTOLAMI et al., 2019).

3.4 Infecgéo por Escherichia coli em cées

E. coli é uma bactéria que reside no trato intestinal de seres humanos e animais,
mas que pode causar quadros infecciosos intestinais e extraintestinais de gravidade
variadas (NATARO; KAPER, 1998; CHAUDHURI; HENDERSON, 2012). Em animais,
as estirpes extraintestinais sdo comumente isoladas de diferentes sitios de infecgdes,
incluindo trato urinario, respiratorio, pele e tecidos moles, trato gastrointestinal,
articulacoes e feridas (GUARDABASSI, 2004; ZOGG et al., 2018b).

Pouco se sabe sobre a epidemiologia da EXPEC em animais de companhia. Em
cdes, as ITU sdo as mais frequentemente diagnosticadas e E. coli é o agente mais comum
(THOMPSON et al., 2011; MAO et al., 2012). Estima-se que 14% dos cades apresentam
algum quadro clinico de ITU pelo menos uma vez na vida (MCMEEKIN et al., 2017).

Estudos demonstram que E. coli pode ser agrupada em diferentes filogrupos que
estdo associados a colonizacdo de diversos nichos ecologicos altamente especializados,
cada qual com caracteristicas e tendéncias especificas para causar doencas
(CLERMONT; BONACORSI; BINGEN, 2000; GORDON et al., 2008). Normalmente,



29

os isolados comensais de E. coli em cées sdo derivados dos filogrupos A e Bl
(DAMBORG; NIELSEN; GUARDABASSI, 2009). Parecem existir, porém, excecoes.
Um estudo realizado no Japéo revelou o filogrupo B2 como o mais prevalente em cées
saudaveis e em seus proprietarios (HARADA et al., 2012).

Os isolados de EXPEC sdo classificados principalmente nos filogrupos B2 e D
possivelmente pela associagéo desses filogrupos a sua alta viruléncia (OSUGUI et al.,
2014; HUTTON et al., 2018; KIDSLEY et al., 2020; WANG et al., 2020). Em seres
humanos também, os grupos filogenéticos mais urovirulentos sdo principalmente B2 e D
(TOURRET; DENAMUR, 2016). Em um estudo recente conduzido na Franca, estirpes
de ExXPEC isoladas de cées foram classificadas principalmente no filogrupo B2 e estéo
relacionadas, sobretudo, a ITU (VALAT et al., 2020).

Geralmente, estirpes de EXPEC apresentam maior nimero de fatores de viruléncia
quando comparados com estirpes comensais intestinais e/ou diarreogénicas (OSUGUI et
al., 2014; COURA et al., 2018). Enquanto alguns autores defendem que a deteccdo dos
genes codificadores das fimbrias tipo P e S (genes pap e sfa, respectivamente) sdo
suficientes para definir uma estirpe extraintestinal (JOHNSON et al., 2003a), outros
apontam que é necessario associacdo de diferentes fatores de viruléncia para classificar
um microrganismo como EXPEC (SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007;
KOHLER; DOBRINDT, 2011). Nesse contexto, estudos tem tentado associar a presenca
de genes de viruléncia com sindromes e quadros clinicos especificos (SAROWSKA et
al., 2019).

Recentemente Hutton et al. (2018) demonstraram uma associagao entre a presenca
de genes associados a adesinas e uma maior chance de internacéo por ITU em cées e gatos
(HUTTON et al., 2018). Em estirpes oriundas de infec¢Bes urinarias em caes, alguns
fatores de viruléncia destacam-se em relacdo aos isolados da microbiota intestinal, tais
como as adesinas fimbria tipo 1 (fimH), regido central da fimbria tipo 1 (focG), fimbria
tipo P (papC e papG) e fimbria tipo S (sfaS); as toxinas a-hemolisina (hlyA), fator
citotoxico necrosante tipo 1 (cnf-1) e proteina uropatogénica especifica (usp); os sistemas
de aquisicdo de ferro, como o sideroforo aerobactina (iutA); e também as protectinas
como o gene de sobrevivéncia ao soro (traT) (SIQUEIRA et al., 2009; OSUGUI et al.,
2014; VALAT et al., 2020). Porém, a literatura ainda carece de estudos associando tais
genes a diferentes quadros clinicos, fazendo com que o papel de cada um seja ainda

incerto.
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As infeccbes por E. coli tém se tornado um problema grave tanto para seres
humanos quanto para animais devido ao aumento da resisténcia antimicrobiana (PIRAS
et al., 2015). No Brasil, um estudo recente, demonstrou altos niveis de resisténcia de E.
coli a diferentes classes antimicrobianas em casos de infec¢éo urinaria em caes (OSUGUI
et al., 2014). Animais de companhia, como 0s cées, podem representar fontes potenciais
de disseminacdo da resisténcia antimicrobiana, provavelmente em fungdo do amplo uso
de agentes antimicrobianos em préticas veterinarias e seu contato préximo com seres
humanos (GANDOLFI-DECRISTOPHORIS et al., 2013). Alguns trabalhos demonstram
semelhancas nos padrdes de resisténcia antimicrobiana de estirpes bacterianas isoladas
de cdes e seus proprietérios, sugerindo que animais podem ser considerados sentinelas de
resisténcia no ecossistema humano (CARVALHO et al., 2016).

Os B-lactdmicos sdo os principais antimicrobianos utilizados para o tratamento de
infeccBes bacterianas na medicina veterinaria. Esse grupo € indicado em 43,6% das
prescricdes de agentes antimicrobianos para caninos e 70,8% para felinos (SINGLETON
et al., 2017). Seu uso expandido esté associado principalmente a sua seguranca, espectro
antimicrobiano, disponibilidade de formulacdes orais, boas propriedades
farmacocinéticas e baixo custo (HUGHES et al., 2012; BORTOLAMI et al., 2019). As
cefalosporinas estdo entre as drogas mais comumente prescritas em cdes (MURPHY et
al., 2012), o que pode estar ligado ao crescente porcentual de estirpes resistentes a essa
classe em todo 0 mundo, comumente associados a presenca de ESBL (LIU et al., 2016;
BORTOLAMI et al., 2019).

Varios estudos demonstraram a presenca de ESBL e AmpC em bactérias isoladas
de amostras clinicas de pequenos animais saudaveis e doentes (BOGAERTS et al., 2015;
ZOGG etal., 2018b). Estudos demonstraram uma prevaléncia relativamente alta de ESBL
(15 a 45%) e AmpC (20 a 45%) em amostras fecais de cdes doentes de diversos paises da
Europa e Asia (EWERS et al., 2012; SO et al., 2012; HORDIJK et al., 2013; BELAS et
al., 2014).

Estirpes de E. coli produtoras de ESBL destacam-se em infecc¢Ges no trato urinario
de cdes (LECUYER et al.,, 2018; ZOGG et al.,, 2018a). No Brasil, os estudos
epidemioldgicos de isolados E. coli de cdes sdo escassos (SIQUEIRA et al., 2009;
OSUGUI et al., 2014). Em adicdo, sabe-se pouco sobre os aspectos clinico-
epidemioldgicos associados as infecgdes por EXPEC em cées. A caracterizacdo desse

patdgeno e avaliagdo da sensibilidade antimicrobiana se torna essencial para direcionar o
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tratamento correto, algo essencial em um contexto global de aumento de estirpes

multirresistentes.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Amostras e dados clinico-epidemiol6gicos

Foram utilizados na pesquisa 50 isolados de E. coli obtidos a partir de amostras
clinicas extraintestinais de 50 cdes distintos atendidos entre 2017 e 2019 no Hospital
Veterinério da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG). A Figura 2 resume o

fluxograma de trabalho adotado no presente projeto.

Isolados de Escherichia coli
n=50

Identificacdo e caracterizacao dos
filogrupos e fatores de viruléncia

|
<>
Teste de Sensibilidade

antimicrobiana
Isolados resistentes a o
l < efoxiting > Teste fenotipico Ampc>
isplados resstimes o > Teste fenotipico ESBL
cefalosporina de 3* geracao

Disco
difusdo

Associacdo dos dados clinicos
com os achados microbiolégicos

Figura 2 Fluxograma das etapas e metodologias empregadas para o alcance dos objetivos
propostos

As amostras clinicas foram enviadas passivamente ao Laboratério de
Bacteriologia de Rotina da Escola de Veterinaria da UFMG, pela equipe do Hospital
Veterinario, para diagndstico microbiolégico em casos de suspeita de infeccdo em
diferentes sitios (Tabela 3). Os isolados previamente identificados por métodos
fenotipicos, gentilmente cedidos, foram armazenados a -20°C em caldo infusédo cérebro-

coracdo (BHI, Difco, EUA) acrescido de 15% de glicerina.
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Por meio das fichas de atendimento dos animais, 0s seguintes dados foram
coletados de forma retrospectiva e quando disponiveis: raga, idade, sexo, uso prévio de
antimicrobianos, motivo da internagdo, ambiente de internacéo, data da coleta da amostra,
infeccdo nosocomial ou comunitaria, sitio de infeccdo, hemograma, leucograma,
urinalise, exames de bioquimica hepatica e renal e desfecho clinico (6bito). O presente
trabalho foi autorizado previamente pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFMG
sob o protocolo n°® 51/2015. A Tabela 3 demonstra a distribui¢do das estirpes de E. coli

extraintestinal em cada sitio de infec¢éo.

Tabela 3 Relacdo dos nimeros de isolados de E. coli extraintestinal de caes de acordo com o
sitio de infeccéo

Sitio de infecgéo Numero de isolados (%0)
Geniturinario 30 (60%)
Feridas cirurgicas 13 (26%)
Outros 4 (8%)
InfecgOes de 0
ouvido 3 (6%)
Total 50 (100%)

4.2  Confirmacéo da identidade

Os isolados foram repicados em agar Mueller Hinton (Oxoid, Reino Unido)
suplementado com 5% de sangue ovino desfibrinado (AS) e 4gar MacConkey (MC)
(Difco, USA). As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e até trés unidades
formadoras de col6nia com aspecto semelhante a E. coli foram submetidas a extracao de
DNA pelo método da guanidina (PITCHER; SAUNDERS; OWEN, 1989). A verificacdo
da qualidade da extracdo foi realizada por espectrofotometria (SAMBROOK et al., 1989)
e padronizou-se a concentragéo de 50 ng/pL.

Para a confirmacdo da identidade, foi realizada a PCR para amplificacdo do gene
espécie-especifico gadA/B (McDANIELS et al., 1996). O gene de interesse gadA/B, o
desenho de cada iniciador, o tamanho do produto amplificado e a referéncia bibliografica
séo descritos na Tabela 4.
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Tabela 4 Gene espécie-especifico de E. coli, desenho dos iniciadores, tamanho do produto e
referéncia bibliografica.

Sequéncia de oligonucleotideos 5'-

Gene Iniciador 3 pb Referéncia
gadA/B F CCAAAAGCCAGACAGAGT McDaniels et al.,
gadA/B 623
gadA/B R GCACAGCACATCCCCAAAGAG (1996).

4.3 Filogrupo e fatores de viruléncia

Apos confirmacéo da identidade, o DNA dos isolados de E. coli foram submetidos
ao protocolo descrito por Clermont et al. (2013) para caracterizacdo dos grupos
filogenéticos A, B1, B2, C, D, E e F, conforme a combinacdo chuA, yjaA, arpA e o
fragmento de DNA TspE4.C2. Posteriormente, foram realizadas reagOes para
identificacdo dos principais fatores de viruléncia de E. coli comuns aos patotipo EXPEC,
a saber: fimbria tipo 1 (fimH), aerobactina (iutA), alfa-hemolisina (hlyA), fimbria tipo P
(papC e papG), gene de sobrevivéncia ao soro (traT), regido central da fimbria tipo 1
(focG), fator necrosante citotoxico-1 (cnfl), fimbria S (sfaS) (JOHNSON; STELL, 2000)
e proteina uropatogénica especifica (usp) (SIQUEIRA et al., 2009).

Os isolados que continham a presenca de dois ou mais genes pesquisados foram
classificados como EXPEC, conforme definigcdo proposta por Johnson; Russo (2005). As
reacOes de PCR do presente estudo foram realizadas com tampé&o 1X (Green GoTaq Flexi
Buffer, Promega, USA), 1,5mM de MgCl,, 0,2mM de dNTP e 2U de tag DNA polimerase
(GoTaqg, Promega, USA). Os genes utilizados e desenho de cada iniciador, tamanho dos

produtos e referéncias bibliograficas estdo descritos na Tabela 5.
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Tabela 5 Genes pesquisados para determinacéo dos grupos filogenéticos e patotipos de E. coli,
desenho de cada iniciador, tamanho dos produtos e referéncia bibliografica.

Gene Iniciador Sequéncia de oligonucleotideos 5'-3' pb Referéncia
AceK.f AACGCTATTCGCCAGCTTGC
arpA 400
ArpAl.r TCTCCCCATACCGTACGCTA
chuA.1b ATGGTACCGGACGAACCAAC
chuA 288
chuA.2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA Clermont et al., (2013).
yjaA.1b CAAACGTGAAGTGTCAGGAG
yjaA 211
yjaA.2b AATGCGTTCCTCAACCTGTG
TspE4C2.1b CACTATTCGTAAGGTCATCC
TspE4.C2 152
TspE4C2.2b AGTTTATCGCTGCGGGTCGC
fimH FimH r GCAGTCACCTGCCCTCCGGTA
traT f GGTGTGGTGCGATGAGCACAG
traT 290
traT r CACGGTTCAGCCATCCCTGAG
Aerd f GGCTGGACATCATGGGAACTGG 300
iutA
Aerdr CGTCGGGAACGGGTAGAATCG
hlyl ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA
hlyA 1177
hly2 ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTCA
PapC f GTGGCAGTATGAGTAATGACCGTTA
papC 200 Johnson e Stell (2000)
PapCr ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA
focG f CAGCACAGGCAGTGGATACGA
focG 360
focGr GAATGTCGCCTGCCCATTGCT
pG f CTGTAATTACGGAAGTGATTTCTG
papG 1170
pGr ACTATCCGGCTCCGGATAAACCAT
SfaS f GTGGATACGACGATTACTGTG
sfaS 240
SfaSr CCGCCAGCATTCCCTGTATTC
cnfl AAGATGGAGTTTCCTATGCAGGAG
cnf-1 498
cnf2 TGGAGTTTCCTATGCAGGAG
uspF ATGCTACTGTTTCCGGGTAGTGTGT Siqueira et al., (2009).
usp 1000
uspR CATCATGTAGTCGGGGCGTAACAAT

Apos reacdo de amplificacdo em termociclador (Life Technologies, EUA), 0s

produtos amplificados foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (2%) com
tampéo Tris-borato-EDTA (1X) corado com brometo de etidio (Sigma-Aldrich, EUA) a

lpg/ul e visualizados com auxilio de equipamento de transluminagcdo UV (Loccus

Biotecnologia, Brasil).
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4.4 Sensibilidade antimicrobiana

4.4.1 Disco difuséo

Os isolados de E. coli foram submetidos a testes de sensibilidade antimicrobiana
pelo método disco difusdo de acordo com a versao mais recente das diretrizes do Clinical
and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2021). Os seguintes antimicrobianos foram
utilizados: amoxicilina /acido-clavulanico (30 pg), ampicilina (10 pg), cefoxitina (30 pg),
ceftiofur (10 pg), ciprofloxacina (5 pg), doxiciclina (30 pg), enrofloxacina (5 ug),
gentamicina (10 pg), imipinem (30 pg), meropenem (30 pg), neomicina (30 ug),
nitrofurantoina (300 pg), oxitetraciclina (30 pg) e sulfametoxazol/trimetropim (25 ug)
(Oxoid, Reino Unido).

Utilizando uma cultura fresca (maximo 24 horas), foi preparada uma suspensdo
bacteriana em tampéo fosfato (pH 6,0) com a turbidez 0,5 da escala de MacFarland. O
inéculo foi plagueado utilizando o meio padrdo agar Miller Hinton (MH) e incubado por
18-24 horas em condicGes de aerobiose e temperatura de 37 °C (Kasvi, Itélia). Os
resultados dos testes de sensibilidade aos antimicrobianos foram interpretados de acordo
com as diretrizes do CLSI para patdgenos veterinarios (CLSI, 2021).

Os isolados que apresentaram resisténcia a mais de trés classes antimicrobianas
foram considerados multirresistentes (MDR) (COHEN et al., 2008). A estirpe padréo de
E. coli ATCC 25922 foi utilizada como controle de qualidade.

4.4.2 B-lactamases de espectro estendido (ESBL)

Isolados de E. coli com suscetibilidade reduzida a cefalosporinas de terceira
geracdo (ceftiofur — halo inferior a 16mm) foram submetidas a pesquisa de ESBL. Para
triagem, utilizou-se o teste de disco aproximacdo (DDST, do inglés Double Disk
Screening Test) (JARLIER et al., 1988). Apds indculacdo do isolado em Muller-Hinton
(item 4.4.1), adicionou-se os discos de amoxicilina/acido clavulanico e ceftazidima
distantes 20 mm. As placas foram incubadas por 18 — 24 horas a 37 °C. Foram
consideradas positivos na triagem os isolados que apresentaram alguma zona de
deformagéo ou zona fantasma.

Para confirmacéo, utilizou-se fitas E-test® (Biomerieux, Franca) formuladas para
confirmar a presenca de enzimas produtoras de ESBL via determinacdo comparada da
concentragdo inibitéria minima (CIM) de ceftazidima e ceftazidima acrescida de 4cido

clavulanico (TZ/TZL). Os testes e a interpretacdo foram realizados como recomendado pelo
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fabricante. Resumidamente, as placas inoculadas (item 4.4.1) receberam uma fita de E-test
e foram incubadas 18 — 24 horas a 37 °C. A CIM foi interpretada como o ponto de
intersecgéo entre a elipse de inibicdo com a borda da fita de E-test®. Foram consideradas
produtoras de ESBL as amostras que apresentaram uma reducéo de oito vezes na CIM de
ceftazidima combinada com &cido clavulanico em comparagdo com a CIM da ceftazidima
isoladamente (razdo maior ou igual a 8). Além disso, amostras com presenca de uma zona

fantasma ou com elipse deformada, também foram consideradas produtoras de ESBL.

4.4.3 B-lactamases AmpC

Isolados que apresentaram sensibilidade reduzida a cefoxitina (30 pg) foram
submetidos a pesquisa de AmpC pelo teste de sinergia de disco duplo de cefoxitina-
cloxacilina (CC-DDS) (TAN et al., 2009; EDQUIST et al., 2013). Para isso, discos de
cefoxitina foram suplementados com 750 pg de cloxacilina (em um volume de 10 pL) e,
apos secagem por 10 minutos, armazenados a -20°C. Apo6s inoculacdo das placas de
Mullher-Hinton (Item 4.4.1), adicionou-se um disco de cefoxitina e um de cefoxitina com
cloxacilina. As placas foram incubadas a 37 °C por 24 horas e realizou-se a medicéo do
didametro dos halos de inibicdo de crescimento. Foram consideradas positivas no teste de
triagem as amostras que apresentaram didmetro > 4 mm no disco contendo cefoxitina

qguando comparado com o disco de cefoxitina com cloxacilina.

4.5 Anadlises estatisticas

Os resultados foram analisados no programa Stata/SE 12.0 (STATA, 2011). Para
a analise da associacdo entre a cobinacdo dos genes de viruléncia, filogrupos,
sensibilidade antimicrobiana e as varidveis categoéricas clinico-epidemioldgicas foi
realizado o teste do qui-quadrado e o teste exato de Fisher. Varidveis com resultados de
p < 0,05 foram consideradas associadas as caracteristicas moleculares de E. coli
(THRUSFIELD et al., 2018).
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5 RESULTADOS

5.1.1 Amostragem

Dos 50 isolados obtidos no estudo, 54% (27/50) foram obtidos de cadelas e 46%
(23/50) de caes machos. Ainda, 50% (25/25) vieram de animais hospitalizados, dos quais
56% (14/25) oriundos da Enfermaria, 24% (5/25) Unidade de terapia intensiva (UTI) e
20% (5/25) do ambiente pré/p6s-operatorio. Destes, 72% (18/25) foram classificados
como infeccdo hospitalar (infeccdo nosocomial).

A disponibilidade das informaces clinico-epidemiologicas variou muito entre 0s
prontuarios consultados. Apenas 30% (15/50) dos prontudrios havia histérico de uso
prévio de antimicrobianos. O tempo de internacdo variou entre 0 e 100 dias. Os dados de
hemograma e leucograma estavam disponiveis em 58% (29/50) dos casos analisados,
sendo que 48% (14/29) apresentaram leucocitose e apenas 6% (2/29) leucopenia. Dados
de bioquimica sérica estavam disponiveis em 62% (31/50) dos casos analisados e 61%
(19/31) apresentavam aumento de ureia e creatinina, 16% (5/31) aumento de aspartato
aminotransferase (AST) e dois (6%) de alanina aminotransferase (ALT). Informacdes de

Obito estavam disponiveis em 36% (18/50) dos casos e oito (44%) animais vieram a obito.

5.1.2 Filogrupos

Todas as estirpes foram classificadas de acordo com a metodologia proposta por
Clermont et al. (2013) e o filogrupo B2 foi estatisticamente superior aos demais
filogrupos, correspondendo um total de 66% (33/50) dos isolados (Tabela 6).

Tabela 6 Numero de isolados e frequéncia (%) de filogrupos de E. coli extraintestinais em cées
atendidos no Hospital Veterinario da UFMG, Belo Horizonte, Brasil.

Sitio de infecgao

Filogrupo Geniturinario Feridas cirargicas Otites Outros Total
A 3(10%) 1 (8%) 0 0 4 (8%)
B1 3 (10%) 1 (8%) 0 0 4 (8%)
B2 20 (67%) 9 (69%) 2(67%) 2(50%) 33 (66%)
C 2 (7%) 0 0 1(25%) 3 (6%)
D 1(3%) 0 0 0 1(2%)
E 0 1 (8%) 1(33%) 0 2 (4%)
F 1 (3%) 1 (8%) 0 1(25%) 3 (6%)

Total 30 13 3 4 50
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Deve-se destacar ainda, que estirpes B2 predominaram em todos os sitios de

infeccéo (Figura 3).
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Figura 3 Frequéncia de filogrupos A, B1 e B2 de E. coli isolados em diferentes sitios de
infeccdo de cdes atendidos no Hospital Veterinario da UFMG (2017-2019).

5.1.3 Genes de viruléncia

Todos os genes de viruléncia pesquisados foram encontrados no presente estudo
(Tabela 7). Os genes de viruléncia mais comuns entre as estirpes de E. coli foram focG
(47/50 — 94%), fimH (45/50 — 90%), cnfl (44/50 — 88%), e iutA (43/50 — 86%).
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Tabela 7 Numero de isolados e frequéncia (%) de fatores de viruléncia de E. coli de cdes de
acordo com o sitio de infecgdo

L. Sitio de infecg¢do Total
Fatores de viruléncia P . . .
Geniturindrio Feridas cirurgicas  Otites Outros
fimH 27 (90%) 11 (85%) 3(100%) 4 (100%) 45 (90%)
§ focG 28 (93%) 12 (92%) 3(100%) 4 (100%) 47 (94%)
2 papC 9 (30%) 6 (46%) 1(33%) 2(50%) 18 (36%)
< papG 18 (60%) 9 (69%) 3(100%) 3(75%) 33 (66%)
sfa 3(10%) 0 0 0 3 (6%)
@ cnfl 26 (87%) 11 (85%) 3(100%) 4 (100%) 44 (88%)
; hlyA 15 (30%) 8 (62%) 0 4 (100%) 27 (54%)
= usp 14 (47%) 6 (46%) 1(33%) 3(75%) 24 (48%)
§ iutA 26 (87%) 11 (85%) 3(100%) 3 (75%) 43(86%)
g tratA 19 (63%) 9 (69%) 2(67%) 2(50%) 32(64%)
Total 30 13 3 4 50

Trés estirpes (6%) ndo foram classificadas como EXPEC por néo apresentarem pelo
menos de 2 genes de viruléncia (JOHNSON; RUSSO, 2005). Apenas uma estirpe de E.

coli, pertecente ao filogrupo B2, foi negativa para todos os genes de viruléncia

pesquisados. Os isolados foram agrupados em 27 perfis de viruléncia e sua combinacgéo

sdo mostrados na Tabela 8.
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Tabela 8 Perfil de viruléncia de 50 estirpes de E. coli extraintestinais isolados de cées atendidos
no Hospital Veterinario da UFMG, Belo Horizonte, Brasil, 2017-20109.

NUmero de Genes Quantidade
isolados de genes
1 fimH, traT, iutA, hlyA, papC, focG, papG, sfas, cnf1, usp 10

©

fimH, traT, iutA, hlyA, papC, focG, papG, cnfl, usp
fimH, traT, jutA, hlyA, papC, focG, papG, cnfl
fimH, traT, iutA, hlyA, focG, papG, cnfl, usp
fimH, iutA, hlyA, papC, focG, papG, cnfl, usp
fimH, traT, hlyA, papC, focG, papG, sfas, cnf1
fimH, iutA, hlyA, papC, focG, papG, cnf1
fimH, tratT, iutA, focG, papG, cnfl, usp
fimH, traT, iutA, hlyA, focG, cnfl, usp
fimH, traT, iutA, hlyA, focG, papG, cnfl, usp
fimH, traT, iutA, papC, focG, papG, cnf1
fimH, hlyA, papC, focG, papG, cnfl, usp
fimH, traT, iutA, focG, papG, cnfl
fimH, iutA, hylA, focG, cnfl, usp
fimH, iutA, hylA, focG, sfas, usp
fimH, traT, iutA, focG, cnf1
fimH, traT, iutA, focG, usp
fimH, iutA, focG, cnfl, usp
fimH, iutA, focG, papG, cnfl, usp
traT, iutA, focG, papG, cnfl
fimH, traT, focG, usp
fimH, iutA, focG, cnf1
iutA, focG, cnfl, usp
fimH, traT
focG, cnf1
papG
negativo

RPlRrRr R PR R R R R R REAERNDRLR RPN WO RRP W W WS
ol N A BADOOOlo oo oo o N NN N NN o o o ©

5.1.4 Resisténcia antimicrobiana

Na Figura 4 sdo apresentados a prevaléncia de resisténcia de isolados de E. coli de
frente aos diferentes antimicrobianos testados. Metade dos isolados (25/50) foram
multirresistentes (resisténcia > 3 classes de antimicrobianos), dos quais 56% (14/25)
foram oriundos de infecgdo nosocomial. Os maiores indices de resisténcia foram para
ampicilina 52% (26/50), sulfametoxazol 48% (24/50) e oxitetraciclina 48% (24/50). Entre
as fluorquinolonas, a resisténcia foi de 32% (16/50) aos dois antimicrobianos testados, e
todos isolados resistentes a fluorquinolonas eram também multirresistentes. Duas estirpes

(4%) foram sensiveis a todos os antimicrobianos.
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Figura 4 Prevaléncia geral de resisténcia antimicrobiana entre isolados clinicos de E. coli
extraintestinal de cdes atendidos no Hospital Veterinario da UFMG de 2017 a 2019, em Belo
Horizonte, Brasil.

Estirpes do filogrupo B2 apresentaram resisténcia a um menor numero de
antimicrobianos (p<0,005), enquanto estirpes pertecentes ao filogrupo A foram
associadas a resisténcia a um maior nimero de compostos. Em relacdo aos perfis de
resisténcia, 36 diferentes combinacdes de fenOtipos de resisténcia entre os 14
antimicrobianos testados foram observados, sendo a resisténcia simultanea a
amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina, cefoxitina, ceftiofur, ciprofloxacina,
doxiciclina, enrofloxacina, gentamicina, nitrofurantoina, oxitetraciclina, sulfametoxazol

com nivel intermediario a neomicina o perfil mais prevalente (27,7%).

5.1.5 pB-lactamases de espectro estendido e B-lactamases AmpC

Das 50 amostras estudadas, 19 apresentaram diminuicdo de sensibilidade a
cefalosporina de 32 geragdo, sendo sete em nivel intermediario e 12 resistentes (halo
menor que 16mm) e treze apresentaram zona fantasma (Figura 6) no teste de disco
difusdo. A presenca de ESBL foi confirmada em todas as treze amostras que apresentaram
a zona fantasma. Em adicdo, um total de dez amostras foram testadas para AmpC por

apresentarem resisténcia ou resisténcia intermediaria a cefoxitina. Dessas, oito foram
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consideradas positivas para AmpC, sendo trés isolados intermediarios e cinco resistentes.

Duas estirpes foram consideradas positivas tanto para ESBL quanto para AmpC.
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Figura 5 Confirmacao fenotipica da presenca das enzimas B-lactamases de espectro estendido
(ESBL) e B-lactamases AmpC (AmpC) isoladas de cées atendidos no Hospital Veterinario da
UFMG, Belo Horizonte, Brasil. A placa A, apresenta um isolado de urina onde a seta azul
indica a presenca de zona fantasma entre os discos de Amoxicilina + Ac. Clavulanico (AMC)
e Ceftadizima (CAZ), sugerindo sinergia de disco de aproximacao. Na seta vermelha, indica a
presenca da sinergia de disco duplo de cefoxitina-cloxacilina (CFO) entre os discos de
cefoxitina e cefoxitina com cloxacilina. As placas B e C, isolados de ferida cirurgica,
demonstram a presenca de sinergia de disco duplo (seta azul), e a auséncia da zona fantasma
(seta vermelha). A Placa D, isolado de urina, revela a zona fantasma na seta azul e auséncia
de sinergia de disco duplo na seta vermelha. As placas E e F, isolados de urina, representam a
mesma estirpe apresentada nas placas A e D. Pode-se notar, que as duas estirpes apresentaram
alguma zona de deformacdo ou zona fantasma (seta azul) para a cefalosporina de terceira
geracdo, confirmando a presenca de ESBL.
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6 DISCUSSAO

Existem poucos estudos buscando associar sensibilidade antimicrobiana, filogrupos
e fatores de viruléncia de E. coli isoladas de cdes com dados clinico-epidemioldgico dos
animais afetados (HUTTON et al., 2018; BORTOLAMI et al., 2019). Em adicéo, sabe-
se pouco da epidemiologia de EXPEC em cdes no Brasil (SIQUEIRA et al., 2009;
OSUGUI et al., 2014). Dessa forma, o presente estudo buscou avaliar a associagédo de
dados clinico-epidemioldgicos dos animais com os grupos filogenéticos, perfis de
viruléncia e resisténcia antimicrobiana, incluindo a presenca das enzimas ESBL e AmpC,
de estirpes de E. coli extraintestinal isoladas de cdes atendidos no Hospital Veterinario da
Escola de Veterinaria da UFMG, Brasil.

O presente estudo ndo encontrou associacao entre idade, raca e sexo e as siferentes
infeccdes extraintestinais causadas por E. coli. De forma similar, Qekwana et al., (2018)
ndo encontraram associacao significativa entre infeccéo urinaria por E. coli e a idade em
caes. Por outro lado, alguns trabalhos sugerem uma maior predisposicdo a infeccOes
urinarias em cadelas principalmente devido a diferencas anatémicas, similar ao também
descrito em seres humanos (STIFFLER et al., 2006; MORAES et al., 2014; CHERVET
etal., 2018).

Embora o néo tenha identificado nenhuma associacdo de infeccdo por EXPEC e
internacdo, metade das estirpes avaliadas foram obtidas de animais internados. Um
trabalho realizado nos Estados Unidos com amostras urinarias de cédes e gatos, sugeriu
que pacientes infectados por EXPEC tem mais chance de necessitar de internacdo no
momento da infecgdo principalmente por estarem mais gravemente doentes (HUTTON
et al., 2018). Além disso, cdes internados sdo mais propensos a adquirir infeccdes
nosocomiais, incluindo infeccdo por E. coli produtoras de ESBL (LECUYER et al.,
2018).

Entre os leucogramas obtidos, 48% dos animais apresentavam leucocitose, um
achado clinico-laboratorial frequentemente associado a infec¢@es bacterianas (JITPEAN
etal., 2016; PUNIA, 2018). Tal resultado caracteriza uma resposta imune aguda contra a
infeccdo, provavelmente causada pelas toxinas bacterianas que estimulam o aumento das
células inflamatorias no sangue (CHABOT-RICHARDS; GEORGE, 2014). Um trabalho
recente, que investigou a prevaléncia de E. coli intrauterinas em vacas holandesas no
periodo pré e p6s parto no Brasil, relatou a ocorréncia de leucocitose por neutrofilia em
todas as vacas amostradas (DE CASSIA BICUDO et al., 2019). Deve-se enfatizar que
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leucocitose € um achado também comum em casos de infecgdes por E. coli
extraintestinais em humanos (JOHNSON et al., 2003b).

Apenas 18 prontuérios indicavam o desfecho do quadro, dos quais oito (44%)
vieram a ébito. Estudos prévios tem relatado a associacdo de obito, inclusive de casos de
morte subitas, e infeccdes por EXPEC em caes, gatos, cavalos, animais selvagens e
humanos (HANDT et al., 2003; SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007; DEBROY
et al., 2008, CARVALLO et al., 2010; BROOKS et al., 2013). Nesse aspeco, as EXPEC
destacam-se pelo potencial risco letal justamente pelos fatores de viruléncia que
apresemtam e as altas taxas de resisténcia das infec¢cdo nosocomial do estudo (PITOUT,
2012).

Técnicas que diferenciam os grupos filogenéticos e identificam a presenca de
genes de viruléncia tém sido amplamente utilizadas em estudos com E. coli com o
objetivo de elucidar melhor a epidemiologia desse patdgeno (CLERMONT et al., 2013).
No presente estudo, o filogrupo B2 foi estatisticamente superior aos demais filogrupos.
Este resultado € similar ao relatado por outros autores que destacaram a predominancia
do filogrupo B2 em animais e seres humanos com quadros de infecgdo extraintestinal por
E. coli (HARADA et al., 2012; LIU; THUNGRAT; BOOTHE, 2016; LECUYER et al.,
2018; VALAT et al, 2020; COURA et al., 2021), enquanto isolados do trato
gastrointestinal de animais saudaveis tendem a ser classificados em outros filogrupos
(DAMBORG; NIELSEN; GUARDABASSI, 2009; HUTTON et al., 2018; OSUGUI et
al., 2014; WAGNER; GALLY; ARGYLE, 2014). Em contrapartida, outros estudos
observaram uma maior prevaléncia do filogrupo C (ZOGG et al., 2018b). Estudos
sugerem que estirpes extraintestinais colecionam uma gama maior de genes de viruléncia
guando comparados com isolados comensais intestinais, o que justificaria sua capacidade
de colonizar diferentes sitios (VALENTIN et al., 2014; MANGES et al., 2019).

Até 0 momento, ja foram identificados mais de 50 fatores de viruléncia de E. coli
associados a infeccOes extraintestinais, codificando adesinas, toxinas, sideroforos,
antigenos capsulares e invasinas (SPURBECK et al., 2012; JOHNSON et al., 2015). Os
principais determinantes de viruléncia de EXPEC em cdes incluem as fimbrias do tipo 1
(fim), pilus associado a pielonefrite (pap), fimbrias S (sfa) a-hemolisina (hlyA),
aerobactina (iutA) e fator citotoxico necrosante tipo 1 (cnfl) (FERIA et al., 2002;
SIQUEIRA et al., 2009; KOHLER; DOBRINDT, 2011; OSUGUI et al., 2014; DALE;
WOODFORD, 2015).
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No presente estudo, alguns dos genes de viruléncia foram detectados em mais de
80% das estirpes, como as adesinas focG, fimH, a toxina cnfl e o receptor de aerobactina
iutA (Tabela 7). Estudos sugerem que a adesdo via fimbrias e adesinas é uma parte
essencial na infeccdo por E. coli em sitios extraintestinais, permitindo a expressdo dos
demais mecanismos de viruléncia (KLEMM; HANCOCK; SCHEMBRI, 2010). Um
estudo recente com estirpes de E. coli oriundas da urina de cdes e gatos demonstrou que
genes associados a adesina associavam-se a um maior risco de internagdo (HUTTON et
al., 2018). Embora o presente estudo nao tenha achado associacéo entre hospitalizacédo e
fatores de viruléncia, vale ressaltar que todos as amostras isoladas dos 25 animais
hospitalizados continham adesinas fimbriais do tipo 1 (fimH). As fimbrias tipo 1 séo
fundamentais para colonizacdo da estirpe no epitélio da bexiga (ANTAO; WIELER;
EWERS, 2009) e seus receptores sao encontrados também em diversos outros tecidos do
organismo, o que pode favorecer a colonizagédo bacteriana e consequentemente, promogéo
de quadros clincos extraintestinais (MATEUS et al., 2013).

As fimbrias do tipo P, codificadas pelos genes papC e papG e associadas a
ocorréncia de urossepsia em humanos e animais de estimacdo (MAYNARD et al., 2004;
RAMOS et al., 2010), foram encontradas em 36% e 66% dos isolados extraintestinais,
respectivamente. Ainda, as fimbrias do tipo S codificadas pelo gene sfas, capaz de
favorecer a disseminacdo da bactéria no tecido do hospedeiro, foi encontrada em apenas
6% dos isolados em humanos com infeccdo urinaria (FIROOZEH et al., 2014). Além
disso, essas fimbrias sdo frequentemente relatadas em estirpes responsaveis por meningite
e ITUs ascendentes, incluindo pielonefrite ou sepse em humanos (BIEN; SOKOLOVA;
BOZKO, 2012; MALEKZADEGAN et al., 2018).

As toxinas sdo importantes fatores de viruléncia que contribuem para a invaséo,
disseminacdo e persisténcia bacteriana das bactérias (LEE et al., 2016). No presente
estudo, 44 estirpes (88%) foram positivas para o gene cnfl, resultado superior encontrado
por Johnson et al., (2003a) em cées. O cnfl codifica uma toxina capaz de causar a morte
apoptotica de células epiteliais na bexiga, além de facilitar a invasdo bacteriana da
corrente sanguinea (OELSCHLAEGER; DOBRINDT; HACKER, 2002; EMODY;
KERENYI; NAGY, 2003). Estudos em cées relataram ainda uma associacdo com diarreia
e mortalidade de filhotes (TURCHETTO et al., 2015) e infec¢Ges no trato urinario
(STARCIC et al., 2002; JOHNSON et al., 2003a). De forma similar, o cnfl também tém
sido implicadas em infecgdes no trato urinario, além de quadros de meningite (MARINI

et al., 2004). Além disso, grande parte das estirpes cnfl positivas (65% - 26/44)
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pertenciam ao filogrupo B2, similar a trabalhos anteriores que indicaram que estirpes
CNF1 do filogrupo B2 estdo associadas a diarreia e mortalidade em cachorros
(TURCHETTO et al., 2015).

Entre as demais toxinas pesquisadas, a toxina a-hemolisina codificada pelo gene
hyla foi identificada em 54% dos isolados. Essa toxina esta envolvida em danos teciduais
e comprometimento das respostas imunes locais (TARCHOUNA et al., 2013). Outra
toxina importante nas infeccBes extraintestinais € a proteina uropatogénica especifica
(usp) que foi encontrada em 48% dos isolados desse estudo. Esse gene de viruléncia esta
associado mais frequentemente em estirpes associadas a pielonefrite do que a cistite
(KANAMARU et al., 2003).

Adicionalmente as adesinas e toxinas, o marcador de sider6foro de aerobactina
(iutA), importante na manutencdo da bactéria em ambientes com baixas concentracao de
ferro, foi encontrado em 86% dos isolados nesse estudo. Esta frequéncia é semelhante a
um estudo realizado no Ird em pacientes humanos com infec¢bes do trato urinario
(MALEKZADEGAN et al., 2018). No entanto, o dado obtido é maior do que relatadas
anteriormente em animais, sugerindo uma variacdo geografica e também entre
hospedeiros (VALAT et al., 2020).

O gene codificador da proteina de membrana externa (traT), encontrado em 64%
dos isolados do presente trabalho, possui capacidade de resisténcia sérica devido a
proteina da membrana externa e tem papel importante no desenvolvimento
principalmente de infeccdes urinarias. Tal resultado € superior quando comparado com
estudos em isolados uropatogenicos de caes e gatos na Suica (ZOGG et al., 2018a). Em
um trabalho que teve como objetivo investigar as caracteristicas de viruléncia de estirpes
de E. coli isoladas de urina em humanos, demonstrou que o0 gene associado a resisténcia
serica (traT) foi o mais prevalente (OLIVEIRA et al., 2011).

Uma proporcdo consideravel dos isolados foi resistente as penicilinas (52% -
26/50), sulfonamidas e tetraciclinas (48% - 24/50, ambos), enquanto a maioria das
estirpes foi sensivel a carbapenemicos (98% - 49/40) e nitromidazolicos (96% - 48/50).
Apesar de existirem trabalhos relatando diferentes niveis de resisténcia de isolados de E.
coli em cdes (CUMMINGS; APREA; ALTIER, 2015; SAPUTRA et al., 2017), os
resultados obtidos no presente trabalho corroboram com alguns estudos (OSUGUI et al.,
2014; MASSELLA et al., 2021) e confirmam o grande desafio imposto no tratamento das

infeccOes por E. coli na clinica de pequenos.



49

Osugui et al., (2014) também relataram maiores percentuais de resisténcia de E.
coli isolados de urina de cées e gatos, para tetraciclinas e ampicilinas. De forma similar,
um estudo recente na Italia, avaliou estirpes de E. coli oriundas de animais de producao,
animais de companhia, silvestres, alimentos e humanos, relatando taxa de resisténcia
semelhante ao nosso estudo (MASSELLA et al., 2021). Deve-se destacar, ainda, que a
resisténcia as penicilinas e tetraciclinas é frequentemente relatada também em isolados
de cdes e gatos saudaveis (WEDLEY et al., 2011; BOURNE; CHONG; GORDON,
2019).

A disseminacdo da resisténcia entre as estirpes a tetraciclinas, sulfonamidas e
penicilinas pode ser explicada principalmente pelo wuso indiscriminado de
antimicrobianos em animais de producdo, animais de companhia, e também em seres
humanos (WEESE et al., 2019; COURTICE; SNIATYNSKI; RUBIN, 2021). De fato,
betalactamicos, sobretudo penicilinas, e as tetraciclinas sdo os antimicrobianos mais
usados em pequenos animais, principalmente pela seguranca, espectro, disponibilidade
além das propriedades farmacocinéticas e farmacodindmicas favoraveis (BORTOLAMI
etal., 2019).

E interessante mencionar ainda que estirpes do filogrupo B2 no presente estudo
apresentaram menor resisténcia quando comparadas com outros filogrupos (p<0,005).
Esse achado corrobora com estudos anteriores que demonstraram que, apesar de mais
virulento, o filogrupo B2 tende a ser mais susceptivel aos antimicrobianos (WAGNER,;
GALLY; ARGYLE, 2014; VALAT et al., 2020). Nesse contexto, Flament-Simon et al.
(2020), em um estudo com amostras fecais de cdes saudaveis na Espanha, demonstraram
que os isolados multirresistentes pertenciam principalmente aos filogrupos B1, D e E. De
fato, estudos sugerem que estirpes resistentes comumente originam-se de populagdes
menos virulentas devido aos custos de adaptacio (BECEIRO; TOMAS; BOU, 2013).

Quase um terco dos isolados do presente estudo (32% - 16/50) foram resistentes as
fluorquinolonas, frequéncia relativamente alta quando comparado a estudos anteriores em
diversos paises (LECUYER et al., 2018), incluindo Brasil (OSUGUI et al., 2014). E
interessante mencionar que 68,75% (11/16) das estirpes resistentes fluorquinolonas
pertenciam aos filogrupos ndo-B2. Estudos anteriores demonstraram que, historicamente,
os isolados de E. coli resistentes a fluoquinilonas eram desproporcionalmente de grupos
filogenéticos ndo-B2 (JOHNSON et al., 2009). No entanto, estirpes resistentes a
fluoroquinolona pertencentes ao grupo filogenético B2, aumentaram sua prevaléncia

entre humanos e surgiram como uma causa de infecgdo extraintestinal em cées
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(PLATELL et al., 2011). Vale ressaltar ainda que todas as estirpes resistentes a
fluorquinolonas no presente estudo foram também classificadas como multirresistentes
(resistentes a trés classes ou mais), o que, de acordo com a literatura, torna o tratamento
desses animais bastante desafiador (COOKE et al., 2002; SHAHEEN et al., 2011). Além
disso, 68% (11/16) desses isolados resistentes a fluorquinolonas pertenciam a infeccdes
urinérias. Nesse sentido, destaca-se que essa classe antimicrobiana deve ser utilizada em
cistite esporadica com cautela e com respaldo de testes de sensibilidade antimicrobiana
(WEESE et al., 2019).

A resisténcia aos carbapenémicos em bactérias de origem animal é um assunto de
grande preocupacao ja que essa classe antimicrobiana costuma ser o Ultimo recurso para
tratar infecgdes por microrganismos Gram-negativos multirresistentes na medicina
veterinaria e na medicina humana (KOCK et al., 2018; POIREL et al., 2018; SMITH et
al., 2019). No presente estudo, somente uma amostra foi resistente a carbapenemicos
(2%). Similarmente a este achado, um estudo realizado na Franga com isolados de E. coli
do trato urindrio demonstrou altas taxas de susceptibilidades aos carbapenemicos
(VALAT et al., 2020). No Brasil, um estudo anterior, embora realizado de amostras
fecais de cées antes da admissdo do animal no hospital, também encontrou altas taxas de
susceptibilidade a essa classe (SALGADO-CAXITO et al., 2021). De fato a resisténcia
aos carbapenemicos, que ocorre devido a expressdo de uma carbapenemase capaz de
hidrolisas penicilinas, cefalosporinas, monobactamas e carbapenémicos, parece pouco
frequente em ces (ABRAHAM et al., 2014; KOCK et al., 2018). Apesar da frequéncia
de E. coli resistente a carbapenémicos ser maior em seres humanos, as taxas ainda
permanecem baixas e tais drogas permanecem como uma boa alternativa nessa espécie
para tratamento de infeccBes por E. coli resistentes aos antimicrobianos de primeira
escolha (MURATANI et al., 2009).

De forma similar aos carbapenémicos, a frequéncia de isolados resistentes a
nitromidazoélicos também foi baixa (2%). Mesmo entre os isolados classificados como
multirresistentes, 80% (20/25) mostraram-se sensiveis a esse antimicrobiano. Essa
frequéncia é similar a encontrada em trabalhos anteriores com isolados de EXPEC
isoladas de cdes e gatos no Japdo (SHIMIZU et al., 2017) e mesmo em trabalhos com
isolados de seres humanos (ZYKOQOV et al., 2016). Gracas a essa baixa frequéncia de
resisténcia, a nitrofurantoina continua sendo comumente indicada para o tratamento

empirico das infec¢des no trato urinario (TASBAKAN et al., 2012).
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Um em cada quatro isolados de E. coli avaliados no presente estudo foi confirmado
produtor de ESBL (26%), frequéncia consideravelmente maior do que a encontrada em
estudos semelhantes na Holanda (2%), Franca (5,3%), e Reino Unido (7%), e também
com isolados extraintestinais de animais de estimacao (DIERIKX et al., 2012; TIMOFTE
etal., 2016; VALAT etal., 2020; MARCHETTI et al., 2021) . Por outro lado, porncetuais
de ESBL similares foram relatados por Zogg et al., (2018) e Bortolami et al., (2019) em
estudos com amostras intestinais e extraintestinais em animais de companhia na Suica e
Reino Unido, respectivamente. Essas frequéncias discrepantes podem ser explicadas por
diferencas geograficas que se traduzem em diferentes usos de antimicrobianos, nédo
podendo ser descartados também diferencas metodoldgicas nos estudos.

A administracdo de antimicrobianos é um fator de risco comum para aquisi¢do de
bactérias resistentes a medicamentos em humanos e animais (RANTALA et al., 2004;
SOARES MAGALHAES et al., 2010; CANTON; BRYAN, 2012; GRONTHAL et al.,
2014). No presente estudo, porém, a presenca de estirpes produtoras de EBSL ndao foi
associada ao histérico de uso prévio de antimicrobianos ou & hospitalizagdo. Esse
resultado contrasta com um estudo anterior que demonstou que cdes com histérico de
terapia antimicrobiana tem maior risco de serem portadores de E. coli produtora de ESBL
e produtora de AmpC (BELAS et al., 2014) e com trabalhos que demonstram uma
associacdo entre animais internados e estirpes positivas para enzimas produtoras de ESBL
(MAEYAMA et al., 2018). Acredita-se que essa diferenca possa ter relacdo com o
nimero amostral avaliado uma vez que poucos animais possuiam dados de uso de
antimicrobianos disponiveis no prontuério, o que reduziu o poder de analise desse estudo.

As estirpes de E. coli produtoras de ESBL, por sua ampla resisténcia aos diversos
beta-lactdmicos, apresentaram um perfil multirresistente. Porém, é ainda comum a
presenca de resisténcia cruzada a outros agentes antimicrobianos (LIU; THUNGRAT,;
BOOTHE, 2016). No presente estudo, a maioria das estirpes produtoras de ESBL (78,6%)
foram resistentes a mais de cinco classes de antimicrobianos. Nesse contexto, destaca-se
a resisténcia as penicilinas, cefalosporinas, fluorquinolonas, tetraciclinas e sulfanamidas.
Estudos anteriores com estirpes de ESBL isoladas de cdes também relataram alta
resisténcia a fluorquinolonas, especificamente enrofloxacina (SHAHEEN et al., 2013;
SHIMIZU etal., 2017). Deve-se enfatizar que animais de companhia, como caes, parecem
desempenhar um papel importante na troca de determinantes de resisténcia
antimicrobiana de populagdes bacterianas. Nesse contexto, o contato direto desses com

0S Seus proprietarios tem sido apontada como uma importante fator para a transmissao de
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ESBL entre humanos e canideos (JOHNSON; CLABOTS; KUSKOWSKI, 2008b;
MARQUES et al.,, 2018), reforcando como a questdo da resisténcia bacteriana em
pequenos transcende a saude animal, sendo também uma questdo de satde publica.

No presente estudo, 16% dos isolados foram classificados como produtores de
AmpC. Esse dado corrobora com estudos realizados com isolados de E. coli do trato
urinério de cdes e gatos no Japdo, os quais relataram uma prevaléncia de 21,3%
(MAEYAMA et al., 2018). Em contrapartida, trabalhos recentes demonstraram
prevaléncias ainda maiores dessa enzima em isolados de animais de companhia e equinos
(BORTOLAMI et al., 2019). Sabe-se que tais isolados transportam cefalosporinases,
codificadas em plasmideos, que possuem um amplo espectro de resisténcia e ndo sao
inibidos por inibidores de -lactamase, resultando em resisténcia a quase todos os agentes
B-lactamicos disponiveis (PITOUT, 2012). Embora a transferéncia dessas bactérias entre
humanos e animais ndo sejam totalmente elucidadas, ja foi demonstrado o
compartilhamento de estirpes produtores de AmpC idénticas entre humanos e cées da
mesma familia, sugerindo que eles podem atuar como reservatérios de bactérias
resistentes (JOHNSON; CLABOTS; KUSKOWSKI, 2008a; LJUNGQUIST et al., 2016;
MARQUES et al., 2018; TOOMBS-RUANE et al., 2020).

O surgimento de multirresisténcia em estirpes de E. coli causando infec¢des em
cées é um grande desafio, comumente levando a falhas no tratamento e elevando o tempo
de internacdo, custos e letalidade (FLORES-MIRELES et al., 2015). No presente estudo,
a frequéncia de estirpes multiresistentes (50% - 25/50) foi maior que em estudos
anteriores (MURPHY et al.,, 2009; MARCHETTI et al., 2021). Dos isolados
multirresistentes, mais da metade (52% - 13/25) eram de animais com infeccdo
nosocomial. Sabe-se que os isolados de infec¢des adquiridas em hospitais tendem a exibir
perfis mais complexos com repertorios mais amplos de resisténcia em comparacdo com
os isolados de infec¢des adquiridas na comunidade (CARVALHO et al., 2016).

Algumas limitagbes devem ser citadas no presente estudo. Os isolados foram
obtidos de forma passiva, 0 que se traduziu em uma amostragem de conveniéncia. As
informagdes clinicas dos pacientes foram obtidas de forma retrospectiva, o que reduziu
bastante a obtencdo de alguns dados clinico-epidemioldgicos. Ainda nesse sentido,
percebeu-se uma baixa padronizacdo do preenchimento do prontuario medico, fazendo
novamente com que muitas informacOes fossem perdidas ou ndo pudessem ser
aproveitadas. Embora existam tais limitagdes, os dados obtidos sdo relevantes e inéditos,

posto gque contribuem para o conhecimento do padrdo de viruléncia, resisténcia e filogenia
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de estirpes de E. coli extraintestinal de cdes no Hospital Veterinario da Escola de
Veterindria da UFMG. Embora esses achados sejam baseados em uma Unica instituig&o,
eles fornecem informagdes importantes sobre as tendencias de infec¢bes por E. coli
extraintestinal no cenario brasileiro. Estudos prospectivos poderdo ajudar na melhor
compreensdo na epidemiologia de E. coli extraintestinal em caes, além de fornecer
informacdes de fatores de risco que s&o essenciais para a implementacdo protocolos de
controle dessa doenga.
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7 CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou alta frequéncia em estirpes de E. coli pertencentes
ao filogrupo B2 e carregadores de fatores de viruléncia associados a EXPEC em isolados
de amostras extraintestinais de cdes. Nenhuma associacdo especifica entre fatores de
viruléncia, origem dos isolados e dados clinico-epidemioldgicos foi obtida. A alta taxa de
estirpes multirresistentes observadas podem ser explicadas, principalmente pela presenga
de isolaodos produtoras de B-lactamases, como ESBL e AmpC. O filogrupo B2, apesar
de concentrar um maior nimero de genes de resisténcia, tende a ser menos resistentes aos

antimicrobianos.
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9 APENDICE

Tabela 9 Relagdo do perfil de sensibilidade antimicrobiana, grupo filogenético, genes de viruléncia e presenca de enzimas B-lactamases ESBL e AmpC de 50

estirpes de E. coli extraintestinais de cées
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Antimicrobianos Ntmero Genes de virulencia ESBL AmpC
Amostra AMC AMP CFO CFT CIP DOX ENO GEN IPM MPM NEO NIT OXI  SUT r:ii:!ca::;"‘s Filogrupo

BR14 S S R R R R R S S S | R R R 7 E focG, enf1 ESBL  AmpC
BR17 | R S R R | R R S S | S R R 7 F traT, iutA, focG, papG, cnfl ESBL 0
BR74 | R S R R R R R S S | S R R 7 C fimH, traT, iutA, focG, papG, cnfl, usp ESBL 0
BR30 R R S R R | R R S S | | | R 6 A fimH, traT, iutA, hlyA, focG, cnfl, usp ESBL 0
BR46 | R | | R R R R S S S | R R 6 A fimH, traT, iutA, focG, cnfl, ESBL 0
BR47 R R R R R R R S S S | S R R 6 A fimH, traT, iutA, focG, papG, cnfl 0 AmpC
BR82 R R R | R S R | S S | S R R 6 F fimH, traT, iutA, papC, focG, papG, cnfl 0 AmpC
BR87 | R S | R R R R S S S S R R 6 A fimH, traT, iutA, hlyA, focG, papG, cnf1, usp ESBL 0
BR115 R R | R | | | S R | R S R R 6 B2 fimH, traT, iutA, hlyA, papC, focG, papG, cnfl, 0 0
BR126 R R R S R | R | S S S S R R 6 B2 fimH, iutA, h/y:fi))‘ocG, cnfl, usp 0 AmpC
BR11 | R S R R R R S S S | | R | 5 B2 fimH, iutA, hlyA, focG, sfas, usp ESBL 0
BR23 S R S | R S R S S S | S R R 5 B2 fimH, traT, iutA, focG, cnfl ESBL 0
BR24 | R S | R | R S S S | S R R 5 F fimH, traT, iutA, focG, usp ESBL 0
BR39 R R S S R | R R S S S S R S 5 Cc fimH, traT, iutA, focG, cnfl N/R N/R
BR40 S R S R R [ R S S S | | R S 5 B2 papG ESBL N/R
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BR75

B2

fimH, traT, iutA, focG, papG, cnfl,

N/R

N/R

BR171

B1

fimH, traT, iutA, focG, cnfl

ESBL

BR90

B2

fimH, traT, iutA, hlyA, papC, focG, papG, cnfl,
usp

ESBL

BR114

B2

fimH, traT, iutA, hlyA, papC, focG, papG, cnfl,
usp

ESBL

BR13

B2

fimH, hlyA, papC, focG, papG, cnfl, usp

BR20

B2

fimH, traT, focG, usp

N/R

N/R

BR45

B2

fimH, traT, iutA, hlyA, focG, papG, cnfl

ESBL

N/R

BR111

fimH, traT, iutA, hlyA, focG, papG, cnfl, usp

N/R

N/R

BR170

B2

fimH, traT, iutA, hlyA, papC, focG, papG, cnfl

N/R

N/R

BR180

B2

fimH, iutA, hlyA, papC, focG, papG, cnfl, usp

N/R

N/R

BR77

B2

fimH, traT, iutA, focG, papG, cnfl

AmpC

BR116

B2

fimH, traT, iutA, hlyA, focG, cnfl, usp

N/R

N/R

BR155

B2

fimH, iutA, hlyA, papC, focG, papG, cnf1

N/R

N/R

BR22

B2

fimH, iutA, focG, cnfl,

N/R

N/R

BR41

B2

fimH, traT, iutA, hlyA, papC, focG, papG, cnfl,
usp

N/R

AmpC

BR42

B2

fimH, traT, iutA, hlyA, papC, focG, papG, cnfl

N/R

N/R

BR9

B2

fimH, traT, iutA, hlyA, papC, focG, papG, sfas,
cnfl, usp

N/R

N/R

BR26

B2

fimH, iutA, focG, papG, cnf1,

N/R

N/R

BR28

B2

fimH, traT, iutA, focG, papG, cnfl, usp

N/R

N/R

BR76

B1

fimH, traT, iutA, focG, papG, cnfl

N/R

N/R

BR88

B2

fimH, iutA, hlyA, papC, focG, papG, cnfl, usp

N/R

N/R
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BRO1

Bl

fimH, traT, iutA, focG, papG, cnfl, usp

N/R

N/R

BR110

fimH, traT, iutA, hlyA, focG, papG, cnfl, usp

N/R

N/R

BR125

B2

N/R

N/R

BR139

fimH, iutA, hlyA, focG, cnfl, usp

N/R

N/R

BR142

B2

fimH, traT, iutA, hlyA, papC, focG, papG, cnfl

N/R

N/R

BR143

B2

fimH, iutA, hlyA, papC, focG, papG, cnf1

N/R

N/R

BR144

Bl

fimH, traT

N/R

N/R

BR153

B2

iutA, focG, cnfl, usp

N/R

N/R

BR154

B2

fimH, traT, iutA, hlyA, focG, papG, cnfl

N/R

N/R

BR165

B2

fimH, iutA, hlyA, papC, focG, papG, cnfl, usp

N/R

N/R

BR166

B2

fimH, iutA, hlyA, papC, focG, papG, cnf1

N/R

BR167

B2

fimH, iutA, hlyA, papC, focG, papG, cnfl

N/R

AmpC

BR179

B2

fimH, iutA, focG, cnfl, usp

N/R

N/R

BR8

B2

fimH, traT, hylA, papC, focG, papG, sfas, cnfl

N/R

N/R
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