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RESUMO

Bactérias da espécie Escherichia coli sdo comensais do sistema digestivo dos animais, porém
existem cepas patogénicas capazes de causar infecgOes intestinais e extraintestinais. As cepas
patogénicas intestinais podem acometer diferentes animais, inclusive humanos, causando
principalmente diarreia, e 0s principais fatores de viruléncia podem ser a presenca de
determinadas adesinas, toxinas e elementos genéticos mdveis. A ocorréncia de doencas
diarreicas relacionadas a E. coli patogénica intestinal € maior em localidades com saneamento
basico deficitario. A crescente resisténcia antimicrobiana de cepas de E. coli também vem sendo
um desafio quanto ao tratamento dessas infecgdes. A ocorréncia dessas bactérias em uma
diversidade de animais e a grande proximidade de tutores e seus animais domésticos, trazem a
preocupacao quanto ao potencial zoonotico desses microrganismos. Este trabalho teve como
objetivo detectar cepas de E. coli patogénicas intestinais em fezes de cées atendidos no Hospital
Veterinario da Universidade de Brasilia, uma possivel correlacdo da ocorréncia dessas cepas
com o saneamento basico do local de residéncia do animal e a sensibilidade antimicrobiana
desses isolados. Para isso, foram coletadas amostras de fezes de 66 cées atendidos na clinica
médica, das quais houve o isolamento de E. coli de 54 amostras. Foi também aplicado um
questionario com os tutores com perguntas relativas a informacgdes dos animais e condicGes de
saneamento basico de suas residéncias. Essas 54 cepas foram testadas em exame de PCR para
alguns dos principais genes de E. coli patogénica intestinal: eae, F41, K99, LT-1, LT-2, STa,
STh, Stx1 e Stx2. Foi feito 0 antibiograma dessas cepas para testar a sensibilidade aos seguintes
antibioticos: amoxicilina, amoxicilina/ acido clavulanico, ampicilina, ampicilina/sulbactam,
aztreonam, cefalexina, cefepime, ceftizoxima, ceftriaxona, enrofloxacina, gentamicina,
imipenem, marbofloxacina, meropenem, sulfazotrim, sulfonamidas, tetraciclina e tobramicina.
Cinco amostras apresentaram resultado positivo para a presenca do gene da intimina (eae)
(9,3%), 0 que caracteriza essas cepas como enteropatogénicas. Para os demais genes, 0S
resultados foram negativos. Houve uma correlacdo entre cdes com isolados de E. coli eae+ e
maés condicBes de saneamento basico em suas moradias, ja que foi identificado que das quatro
residéncias que apresentavam fossas rudimentares para o0 escoamento de aguas residuais, em
duas foram identificados animais com essas cepas enteropatogénicas, 0 que também pode
proporcionar um risco de contaminacdo de d&guas subterrdneas. A multiresisténcia
antimicrobiana foi detectada amplamente em grande parte dos isolados, tendo os antibidticos
penicilinas associadas com inibidores de B-lactamase e fluoroquinolonas como os que tiveram
maior sensibilidade, mas ainda assim com um numero significativo de cepas resistentes. A
investigacdo sobre a ocorréncia de E. coli, incluindo a emergéncia de novas cepas patogénicas
e resistentes a antimicrobianos, a prevencao e o controle devem ser continuos e ter a concepcao
de salde Unica como central nessas abordagens, visto a complexidade de fatores que
determinam essa ocorréncia, tendo humanos, animais e ambiente como pecas fundamentais
para a melhor compreensédo e tomada de deciséo.

Palavras chave: Escherichia coli, resisténcia antimicrobiana, infec¢do intestinal, caes,
saneamento basico
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ABSTRACT

Bacteria of the Escherichia coli species are commensals of the digestive system of animals, but
there are pathogenic strains capable of causing intestinal and extraintestinal infections.
Intestinal pathogenic strains can affect different animals, including humans, mainly causing
diarrhea, and the main virulence factors may be the presence of certain adhesins, toxins and
mobile genetic elements. The occurrence of diarrheal diseases related to intestinal pathogenic
E. coli is higher in places with poor basic sanitation. The growing antimicrobial resistance of
E. coli strains has also been a challenge regarding the treatment of these infections. The
occurrence of these bacteria in a variety of animals and the close proximity of tutors and their
domestic animals raise concerns about the zoonotic potential of these microorganisms. This
search aimed to detect intestinal pathogenic E. coli strains in feces of dogs treated at the
Veterinary Hospital of the University of Brasilia, a possible correlation between the occurrence
of these strains and the basic sanitation of the animal's place of residence and the antimicrobial
sensitivity of these isolates. For this, fecal samples were collected from 66 dogs attended at the
medical clinic, from which E. coli was isolated from 54 samples. A questionnaire was also
applied to the tutors with questions related to information about the animals and basic sanitation
conditions in their homes. These 54 strains were tested in PCR for some of the main genes of
intestinal pathogenic E. coli: eae, F41, K99, LT-1, LT-2, STa, STh, Stx1 and Stx2. The
antibiogram of these strains was performed to test sensitivity to the following antibiotics:
amoxicillin, amoxicillin/clavulanic acid, ampicillin, ampicillin/sulbactam, aztreonam,
cephalexin, cefepime, ceftizoxime, ceftriaxone, enrofloxacin, gentamicin, imipenem,
marbofloxacin, meropenem, sulfazotrim, sulfonamides, tetracycline and tobramycin. Five
samples were positive for the presence of the intimin gene (eae) (9.3%), which characterizes
these strains as enteropathogenic. For the other genes, the results were negative. There was a
correlation between dogs with E. coli eae+ isolates and poor basic sanitation conditions in their
homes, as it was identified that of the four homes that had rudimentary pits for wastewater
disposal, animals with these enteropathogenic strains were identified in two, which can also
pose a risk of groundwater contamination. Antimicrobial multiresistance was widely detected
in most of the isolates, with penicillin antibiotics associated with -lactamase inhibitors and
fluoroquinolones as those with the highest sensitivity, but still with a significant number of
resistant strains. Investigation into the occurrence of E. coli, including the emergence of new
pathogenic and antimicrobial resistant strains, prevention and control must be continuous and
have the concept of one health as central in these approaches, given the complexity of factors
that determine this occurrence, with humans, animals and the environment as fundamental
pieces for a better understanding and decision-making.

Key words: Escherichia coli, antimicrobial resistance, intestinal infection, dogs, basic
sanitation
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1. INTRODUCAO

As bactérias da espécie Escherichia coli sdo comensais e tém importante funcdo no trato
intestinal dos animais de sangue quente, sendo um dos primeiros colonizadores bacterianos a
partir do nascimento e desenvolvendo fungfes fundamentais para a manutencdo de uma
microbiota intestinal saudavel (SUVARNA et al., 1998; MUELLER et al., 2015; BLOUNT,
2015; RICHTER et al., 2018; MARTINSON & WALK, 2020).

Contrapondo a importancia dessas bactérias comensais na saude de seus hospedeiros,
existe uma diversidade de cepas patogénicas de E. coli que podem causar grande prejuizo para
a saude dos animais, ocasionando infec¢des intestinais manifestadas por diarreia, sobretudo,
mas também podendo causar doencgas extraintestinais, como infec¢bes do trato urinario. A alta
plasticidade gendmica desse microrganismo através da transferéncia horizontal de genes por
plasmideos, bacteriéfagos, transposons e integrons favorece a transferéncia de genes de
viruléncia e de resisténcia antimicrobiana (CROXEN et al., 2013; ZHANG et al., 2020).

A E. coli patogénica vem, cada vez mais, causando impactos na saude global. A
importancia desse agente etioldgico para a saude unica se deve a fatores como a sua crescente
multirresisténcia a antibioticos, por ser uma das principais causas de surtos de doencas
transmitidas por alimentos, pelo fato ter uma diversidade de animais como reservatorios e alto
potencial zoonotico e pela sua importancia como agente contaminante do ambiente, sendo

causador de doencas ligadas ao deficit de saneamento bésico.

Esse microrganismo é comumente isolado de infec¢des caninas, e devido as similaridades
genotipicas entre os isolados de E. coli de cdes e humanos e a proximidade cada vez maior entre
essas espécies, a caracterizacdo desses isolados, seu potencial zoondtico e seu impacto geral

para a salde unica deve ser mais investigado.

A fim de se identificar possiveis cepas de E. coli patogénicas intestinais e resistentes a
antibioticos em cdes, foram coletadas amostras de fezes por swab retal de cées atendidos na
clinica médica do Hospital Veterinario da Universidade de Brasilia. A partir dos isolados de E.
coli dessas amostras, foram feitos exames de PCR para a identificacdo de alguns genes de
viruléncia relacionados a cepas patogénicas intestinais e antibiograma para testar a

sensibilidade desses isolados a uma gama de antibioticos. Juntamente com a coleta, foram



aplicados questionarios com os tutores referentes a informagdes dos animais e sobre o

saneamento basico do territério de moradia.

O objetivo do trabalho foi identificar cepas de E. coli patogénicas intestinais,
correlacionando essa informacdo com as condicfes de saneamento basico no local de moradia

do animal, e descrever a sensibilidade antimicrobiana dessas cepas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. FAMILIA ENTEROBACTERIACEAE E GENERO ESCHERICHIA

Escherichia coli € uma das espécies de bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae,
a qual integra dezenas de géneros e mais de 200 espécies e subespécies identificadas até o
momento. Essas bactérias se caracterizam por serem de formato bacilar, gram-negativas, nao
formadoras de esporos ou cistos, anaerObicas facultativas, catalase-positivas, oxidase-
negativas, nao alcool-acido resistentes, quimiorganotréficas e ndo halofilicas. Geralmente as
enterobactérias sdo comensais do sistema digestivo dos animais e contaminantes de solo,
vegetacdo e 4gua (BRENNER & FARMER, 2015; MOXLEY, 2017; QUINN, 2018).

Alem da E. coli, outras enterobactérias de importancia clinica para animais sdo algumas
espécies dos géneros Citrobacter sp., Enterobacter sp., Klebsiella sp., Proteus sp., Salmonella
sp., Serratia sp., Shigella sp., Yersinia sp., entre outras. Morfologicamente, 0s microrganismos
da familia Enterobacteriaceae sdo indistinguiveis entre si. A maior parte deles compartilham
alguns produtos celulares de importancia médica, como endotoxinas e sideréforos (MOXLEY,
2017; QUINN, 2018).

Esses microrganismos sdo sensiveis ao dessecamento, luz solar, pasteurizacdo e a
desinfetantes compostos por aménio quaternario, cloro e fenol. Em ambientes Umidos e
sombreados, como caixa de excreta, estrume e pastagens podem resistir por semanas até meses.
Costumam ser susceptiveis a antibi6ticos de amplo espectro, porém essa susceptibilidade pode
ser rapidamente alterada pela aquisicdo de plasmideos de resisténcia ou genes de DNA
codificadores de resisténcia (MOXLEY, 2017).

A membrana externa das bactérias gram-negativas, incluido as da familia
Enterobacteriaceae, € composta predominantemente por lipopolissacarideo (LPS ou
endotoxina), que desempenha uma diversidade de funcGes bioldgicas e pode constituir fatores
de viruléncia e de sensibilidade a agentes antibioticos. O LPS possui, entre suas regides
estruturais, o lipideo A, porcao hidrofébica que fica incorporada na membrana bacteriana e é o
componente ativo da endotoxina, e 0 antigeno O, que é a porcdo hidrofilica polissacaridica mais
externa, que se estende a partir da superficie bacteriana (KOENIG, 2015; MOXLEY, 2017).



O antigeno O € constituido de repetidas unidades de oligossacarideos (unidades O) e é a
estrutura mais diversificada devido as variagbes em sua forma estrutural, da composicdo dos
acucares e dos diferentes tipos de ligacdes em cada unidade O e entre essas unidades. Essas
diferencas antigénicas da membrana externa das paredes celulares classificam sorologicamente
as bactérias em uma diversidade de sorogrupos a partir dos diferentes antigenos somaticos O.
Além disso diferencas em antigenos flagelares (H) determinam classificacdes, também
especificas, em sorotipos. Alguns antigenos O séo ainda classificados em subgrupos, como O9
e O9a, ou O18ab e O18ac. Cepas que produzem capsula também podem ser identificadas pelo
antigeno K (exemplos: 055:K5:H21, 0157:H7, etc.) (KOENIG, 2015; MOXLEY, 2017;
QUINN, 2018; LIU et al., 2020).

A patogenicidade desses microrganismos vai depender, principalmente, da presenca de
fatores de viruléncia tais como adesinas, toxinas, sideréforos, capsulas, etc. As espécies de
importéncia clinica estdo envolvidas na ocorréncia de uma variedade de doengas em animais,
incluindo humanos, como doengas diarreicas mais comumente e também doencas respiratorias,
septicemia, infecgdes do trato urinario, meningite, etc. Esses agentes infecciosos podem se
comportar como patdgenos primarios ou oportunistas. As enterobactérias também estdo
frequentemente implicadas em doencas transmitidas por veiculacdo hidrica ou por alimentos,
como a Escherichia coli, Salmonella spp,, Shigella spp. e Yersinia enterocolitica (BRENNER
& FARMER, 2015; KOENIG, 2015; MOXLEY, 2017).

Trés espécies estdo estabelecidas como pertencentes ao género Escherichia spp. séo elas
E. coli, E. albertii e E. fergusonii (GANGIREDLA et al., 2018; DENAMUR et al., 2020).
Algumas bactérias inicialmente classificadas como sendo do género Escherichia spp. passam
por um processo de reclassificacdo a partir de estudos genéticos mais aprofundados, como a E.
adecarboxylata, E. blattae, E. hermannii e E. vulneris (TAMURA et al., 1986; PRIEST &
BARKER, 2010; HATA et al., 2016; ALNAJAR & GUPTA, 2017).

A bactéria E. albertii € um patdgeno zoonotico emergente de origem alimentar, transmitido
principalmente por consumo de produtos a base de aves, que causa diarreia sobretudo em
criancgas e pessoas imunocomprometidas (MUCHAAMBA et al, 2022). Pelo fato de ndo possuir
um protocolo padronizado de isolamento e identificacdo, muitas vezes ela é erroneamente
identificada como E. coli ou outros enteropatdgenos, como Shigella boydii e Yersinia ruckeri,
e por esse motivo ainda ha poucas informacdes sobre sua relevancia clinica, caracteristicas
epidemioldgicas, etc. (GOMES, T. et al, 2020; MUCHAAMBA et al, 2022).



J& a espécie E. fergusonii estd implicada em casos de gastroenterite em animais, inclusive
humanos, e infec¢des urindrias em humanos, sendo motivo de preocupacao pela resisténcia a
antibidticos de algumas cepas identificadas e por conter fatores de viruléncia quase idénticos
aos da E. coli (GAASTRA et al, 2014).

2.2. ESCHERICHIA COLI

A E. coli foi descrita pela primeira vez pelo pediatra alemdo Theodor Escherich em 1885,
sendo denominada na época de Bacillus coli comune, ja que foi identificada naturalmente na
microbiota intestinal de criancas saudaveis (ESCHERICH, 1885). O nome Escherichia coli foi
proposto em 1919 por Castellani e Chalmers, como homenagem ao seu descobridor
(CASTELLANI & CHALMERS, 1919). A classificacdo antigénica da E. coli comegou a ser
melhor estabelecida a partir de 1950, com os estudos de sorotipagem desenvolvidos pelo
cientista dinamarqués Fritz Kauffmann (KAUFFMANN & DUPONT, 1950).

Uma diversidade de cepas de E. coli sdo naturalmente encontradas na mucosa das células
epiteliais dos vertebrados e eliminadas junto com os componentes degradados de muco do
limen intestinal que sdo excretados nas fezes (POULSEN et al., 1994; FOSTER-NYARKO &
PALLEN, 2022). No intestino infantil € um dos primeiros colonizadores bacterianos. Nas fezes
humanas séo encontradas em torno de 10%-10° unidades formadoras de col6nias dessa bactéria,
ja nos animais domésticos existem em torno de 10%-10° unidades formadoras de colonias
(SLANETZ & BARTLEY, 1957; BETTELHEIM et al., 1972; MITSUOKA et al., 1976;
PENDERS et al., 2006).

Por ser anaerobio facultativo, provavelmente a sua capacidade de utilizar oxigénio
favorece a colonizacdo das bactérias anaerdbias estritas no desenvolvimento da microbiota
intestinal durante a infancia (MUELLER et al., 2015). Além disso, a E. coli esta relacionada
com a sintese de vitamina K e com o controle da colonizacdo por patdgenos intestinais, pois
compete por nutrientes, existindo entdo uma relagdo ndo s6 comensal, mas também mutualistica
com seu hospedeiro animal (SUVARNA et al., 1998; BLOUNT, 2015; RICHTER et al., 2018;
MARTINSON & WALK, 2020).


javascript:;

Com requisitos pouco exigentes para o seu rapido crescimento em laboratério, além de
uma facil manipulacéo genética e versatilidade metabdlica, a E. coli, particularmente a cepa K-
12, se tornou 0 microrganismo modelo para varios estudos cientificos até os dias de hoje. Sua
contribuicdo vai desde a elucidacdo do cddigo genético e de processos como a replicagdo e
transcricdo, até para a sintese de proteinas recombinantes como a insulina e varios outros
biofarmacos (HOBMAN et al., 2007; FOSTER-NYARKO & PALLEN, 2022). Atualmente ja
foram identificadas as estruturas de aproximadamente 197 antigenos O de E. coli, incluindo 21
subgrupos (LIU et al., 2020). Quanto aos antigenos H e K, ja foram identificados ao menos 53
e 67 tipos, respectivamente (DENAMUR et al., 2020).

O genoma da E. coli é formado por um cromossomo circular e plasmideos, com tamanhos
que variam de 4,2 a 6,0 Mbp nos diferentes filogrupos, sendo essa variabilidade resultante das
aquisicoes e delecdes frequente de fragmentos de DNA, sendo que cerca de 2.000 genes séo
compartilhados entre todas as cepas (RASKO et al., 2008; TOUCHON et al., 2020). A maioria
dos isolados possuem de dois a quatro plasmideos relacionados a cada cepa de E. coli, com
tamanhos menores de 30 kbp até 300 kbp. Ja foram identificados pelo menos oito diferentes
grupos filogenéticos incluidos nas espécies de E. coli, denominados A, B1, B2, C, D, E,Fe G
(SMILLIE et al., 2010; BRANGER et al., 2018; DENAMUR et al., 2020).

2.3. ESCHERICHIA COLI PATOGENICA

A primeira suspeita de que este microrganismo poderia ocasionar doencas infecciosas foi
levantada pelo pediatra aleméo Alfred Adam na década de 1920, ao relacionar que certos grupos
fermentativos desse espécime de bactéria, denominados na época como Dyspepsie-Coli,
possivelmente estariam relacionados com casos de dispepsia em criangas. (ADAM, 1923). Em
1945, por meio de métodos soroldgicos mais especificos, John Bray confirmou que esses
sorotipos de E. coli estavam causando diarreia e mortalidade infantil em outros paises da Europa
(BRAY, 1945, 1949).

Ha clones dessa bactéria reconhecidamente patogénicos, embora mesmo o0s clones
comensais possam causar doenca, ainda que em menor frequéncia, principalmente em

hospedeiros imunocomprometidos ou com as barreiras gastrointestinais fragilizadas por algum
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motivo, aléem da possibilidade dessas cepas comensais adquirirem fatores de viruléncia ao se
estabelecerem em nichos patogénicos (KAPER et al., 2004). A prdpria diversidade de cepas de
E. coli presentes no intestino, pode favorecer a transferéncia horizontal ativa de fatores de
viruléncia entre as cepas (FOSTER-NYARKO & PALLEN, 2022).

O primeiro passo para o estabelecimento de uma infeccdo por E. coli é sua aderéncia ao
epitélio, geralmente mediada por adesinas localizadas nas fimbrias. A producédo de toxinas tem
um papel relevante na patogenicidade de algumas cepas (KOENIG, 2015). A transferéncia
horizontal de genes através de elementos genéticos méveis como transposons, bacteriéfagos,
plasmideos e integrons pode favorecer a viruléncia de cepas, a transferéncia de genes de
resisténcia antimicrobiana, a adaptacdo em diferentes hospedeiros e a manutencdo no ambiente
(CROXEN et al., 2013; ZHANG et al., 2020).

As cepas de E. coli patogénicas sdo transmitidas via fecal-oral, podendo ocorrer por meio
de contato direto entre os animais colonizados, contaminacdo de alimentos e de aguas de
irrigacdo ou potavel/recreativa. A contaminacéo de alimentos pode ocorrer devido mas praticas
de preparo, como cozimento inadequado, carnes cruas em contato com outros alimentos e ma

higiene das médos ao manipular alimentos (CROXEN et al., 2013).

Esse microrganismo é comumente isolado de infecgcOes intestinais e extraintestinais,
podendo inclusive ser a etiologia de epidemias, como o grave surto de origem alimentar
ocorrido na Alemanha em 2011, que resultou em cerca de 4 mil infeccbes com
aproximadamente 900 casos de sindrome hemolitico-urémica e 54 Obitos, ocasionado por uma
cepa hibrida EHEC-EAEC, sorotipo 0104:H4 (KARCH et al. 2012; DENAMUR et al. 2020).

Os pat6tipos ou patovares, cepas patogénicas de E. coli, sdo identificas por meio de siglas
que caracterizam esses patotipos de alguma forma, como quanto ao Orgdo alvo de
patogenicidade (exemplo: E. coli uropatogénica — UPEC), o hospedeiro infectado (ex.: E. coli
patogénica para aves — APEC), presenca de determinados genes (ex.: gene stx de E. coli
produtora de toxina Shiga — STEC), entre outras caracteristicas (DENAMUR et al., 2020).

As cepas causadoras de doencas no trato intestinal, definidas como E. coli diarreiogénicas
ou E. coli patogénica intestinal (InPEC), sdo os seguintes patétipos: E. coli enteropatogénica
(EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC), E. coli
enteroagregativa (EAEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli difusamente aderente (DAEC)

e E. coli invasiva aderente (AIEC). Quanto as E. coli patogénicas extraintestinais (EXPEC),



algumas de importancia clinica sdo as E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli associada a
meningite neonatal (NMEC) e a E. coli patogénica aviaria (APEC) (KAPER et al., 2004;
GOMES et al., 2016; DENAMUR et al. 2020). Na Tabela 1 e nos préximos subtitulos, sdo

apresentadas algumas caracteristicas dos principais patétipos de E. coli.

Tabela 1 - Pat6tipos mais comuns de Escherichia coli e principais caracteristicas.

Patdtipo Base de Hospedeiros Genes de Antecedentes Sorotipos
definicdo principais viruléncia filogenéticos principais
ExPEC Infeccdo ndo Humanos, Genes que B2 016:H5, 025:H4
intestinal, mamiferos codificam 02:H1, 06:H1
genes domésticos,  adesinas, 01/02/018/045:K
especificos, aves toxinas, 1:H7, 02:K1:H4
modelo animal protectinas e 04:H1/H5
sistemas de 0O75:H5
captura de p 017/073/077:H18
ferro C 08/09:H4/H9/H19,
O78:H4
F O7:K1:H45
UPEC Isolado da Humanos, papGll, pap B2 Idem EXPEC
urina mamiferos Glll F 01:K1:H7,
domesticos O7:K1:H45
NMEC Isolado do Humanos Genes que B2 Idem EXPEC
liquido codificam o F O1:K1:H7,
cefalorraquidia antigeno K1, O7:K1:H45
no de neonatos genes pS88
E. coli Isolado do Humanos hly, sfa B2 Idem EXPEC,
associada a pulmio 06:H31, 02:K1:H6
pneumonia
APEC Isolado de Aves genes pColV B2 Idem EXPEC
passaros C 08/078:H4/HI/H1
9
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INPEC Doenca Humanos, Varios Todos 0s Numerosos
diarreica mamiferos filogrupos
domésticos
STEC efou Genes stx Humano, stx, eae, ehx E 0157:H7
EHEC gado, ovelha A B1 026:H11/H -,
O111:H8/H -,
045/0103:H2
EPEC Lesdes em Humanos, eae, bfp A Variavel, O
células mamiferos variavel:H40
epiteliais domeésticos B1 0103/0111/0114/
intestinais 0126/0128:H2,
088:H25,
0128/0153/0?:H7
B2 055/0127/0142:H
6, 085:H31,
033/0119:H6,
055/076:H51,
033/0142:H34
E O55:H7, 0145:H28
ETEC Enterotoxinas  Humano, Genes que A/B1,CE Numerosos
termoestaveis  porco, gado  codificam
e termolabeis enterotoxinas
e fatores de
colonizacéo
EIEC Invasédo de Estritamente ipa, isc, vir A 0124:H30
colondcitos humano Inactivation Bl 0164:H7
of nadA,nad E 0143:H26
B and cadA
EAEC Adesdo Humanos, Fimbrias de A, B1,B2,D Numerosos
agregativa em mamiferos adesdo
enterdcitos domésticos agregativa

(aaf/agg) e
genes

transcricionai

s (aggR)




DAEC Adesdo difusa Humanos Genes que Todos 0s Numerosos

nos enterocitos codificam filogrupos
adesinas
(afa e dra)

AIEC Adeséo e Humanos Néo Todos 0os 083:H1, sorotipos
invasdo de conhecido filogrupos, EXPEC
células com uma
epiteliais maioria de B2
intestinais

Hibrido Caracteristicas Humanos stx, aggABC Bl 0104:H4

InNPEC de EHEC e D, aggR
EAEC

Hibrido Sindrome Humano, stx, eae, A 080:H2

InPEC- hemolitica e bovino pS88 EXPEC

ExXPEC urémica e genes
septicemia

Legenda: AIEC - E. coliaderente-invasiva; APEC - E. coli patogénica aviaria; DAEC -E.
coli difusamente aderente; EAEC - E. coli enteroagregativa; EHEC - E. coli enterohemorragica; EIEC
- E. coli enteroinvasiva; EPEC - E. coli enteropatogénica; ETEC - E. coli enterotoxigénica; EXPEC - E.
coli patogénica extra-intestinal; INPEC - E. coli patogénica intestinal; NMEC - meningite neonatal
por E. coli; STEC - E. coli produtora de toxina Shiga; UPEC - E. coli uropatogénica.

Fonte: DENAMUR et al., 2020

2.4. ESCHERICHIA COLI ENTEROPATOGENICA (EPEC)

A E. coli enteropatogénica (EPEC) foi o primeiro patovar de E. coli diarreiogénica
identificado. Pode estar presente nas fezes de praticamente todas as espécies animais, sendo um
dos principais microrganismos envolvidos em diarreias de criangas no mundo e mortalidade
infantil em paises em desenvolvimento (PEARSON et al.,2016; TROEGER et al., 2018). Ela
é definida, a partir dos seus fatores de viruléncia, pela possibilidade de produzir lesbes de

aderéncia e apagamento/achatamento e incapacidade de producdo de toxinas Shiga,
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enterotoxinas termoestaveis (ST) ou enterotoxinas termolabeis (LT) (HAZEN et al., 2016;
GOMES et al., 2016).

Esse pat6tipo causa lesdes de aderéncia/achatamento (achatamento de microvilosidades
epiteliais com fixacdo a membrana plasmatica apical) nos intestinos delgado e grosso. O locus
de apagamento de enterécitos (LEE — locus of enterocyte effacement), possui genes que
sintetizam a intimina (eae) e genes que codificam o sistema de secrecéo tipo Il (T3SS), que
possibilita a translocacdo de efetores que prejudicam as funcGes das células hospedeiras, como
0 receptor de intimina (tir — translocation of intimin receptor), que rearranjam o citoesqueleto
propiciando suportes de fixacdo em forma de pedestais de actina filamentosos para essas
bactérias, e consequentemente colonizacdo. Outros efetores prejudicam as funcGes dos
enterdcitos em diversos aspectos, como na modulacdo da resposta imune e favorecimento da
morte celular (KOENIG, 2015; PEARSON et al., 2016; MOXLEY, 2017).

As cepas de EPEC séo classificadas ainda como tipicas - tEPEC ou atipicas - aEPEC por
apresentarem ou ndo um plasmideo com o gene bfp, respectivamente. Esse gene codifica
fimbrias que formam “feixes” que atuam como mediadores de aderéncia local nos enterdcitos.
(GOMES et al., 2016; MOXLEY, 2017) Cepas de EPEC, principalmente as atipicas, séo
frequentemente isoladas de uma diversidade de espécies animais, doentes e saudaveis de muitos
paises, inclusive compartilnando os mesmos tipos de sequéncias génicas e sorotipos entre
humanos e animais domesticos, demonstrando seu potencial zoondético (MOURA et al., 2009;
ASKARI et al., 2020; BERALDO et al., 2023).

Clinicamente, a EPEC causa diarreia aquosa aguda, mas ha casos de quadros persistentes
e de portadores assintomaticos. Ela é frequentemente isolada de infeccBes intestinais mistas
(KOENIG, 2015; MARE et al., 2021).

2.5. ESCHERICHIA COLI PRODUTORA DA TOXINA SHIGA (STEC) E ENTERO-
HEMORRAGICA (EHEC)

Existem varios sorotipos de E. coli produtoras de toxina Shiga (STEC), porém nem todas

sdo patogénicas. As cepas de E. coli éntero-hemorragica (EHEC) sdo de alta viruléncia, pois
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além de produzirem lesdes de aderéncia/achatamento, também sdo STEC, ou seja, produzem a
toxina Shiga (Stx). A ligacdo intima de EHEC nos enterdcitos ocorre pelo mesmo mecanismo
do LEE das cepas de EPEC, mas com maior quantidade de efetores (KOENIG, 2015;
MOXLEY, 2017; DENAMUR et al., 2020). Para as cepas de STEC LEE-negativas, podem
haver outros mecanismos de colonizag&o, como fimbrias polares longas (LPF) (GALLI et al.,
2010).

A toxina produzida pela STEC ¢ estreitamente relacionada com a toxina Shiga da Shigella
dysenteriae sorotipo 1 (MOXLEY, 2017). Ha dois tipos antigénicos da toxina Shiga - Stx1 e
Stx2, que também sdo conhecidas como verocitotoxinas - VT-1 e VT-1I (KOENIG, 2015). Até
0 momento existem trés subtipos de Stx1 (a, c e d) e sete de Stx2 (a, b, ¢, d, e, fe g) para STEC
estabelecidos, porém novos subtipos vém sendo descobertos, como os subtipos de Stx2h a
Stx2m (BAI et al., 2021). A Stx2, especialmente o subtipo Stx2a, parece ser mais potente que
a Stx1 por estar relacionada a casos clinicos mais graves (LENTZ et al., 2011; PRADHAN et
al., 2016; DENAMUR et al., 2020)

Os genes da toxina Shiga sdo abrigados em fagos e a liberacdo dessas toxinas ocorre em
resposta ao estresse e lise bacteriana, fazendo com que esses fagos tomem a forma replicante
citosolica (ciclo litico). Por isso o tratamento com alguns antibioticos, como quinolonas, é
contraindicado nesses casos pois pode favorecer o processo supracitado, resultando em mais
lise bacteriana e maior expressdo da Stx (KOENIG, 2015; MOXLEY, 2017).

A configuracdo molecular de Stx é ABs. A subunidade A é ativa enzimaticamente,
mediadora da atividade toxica ap0s a endocitose, e é ligada covalentemente a cinco subunidades
B, que se ligam ao receptor da célula hospedeira glicoesfingolipidio neutro
globotriaosilceramida - Gb3, também denominado CD77 (com excecdo da Stx2e — causadora
da doenca do edema em suinos, que se liga ao Gb4). Os Gb3s se encontram na mucosa intestinal
e em outras células, como nas células epiteliais renais. Os bovinos, que sdo considerados
hospedeiros reservatorios de STEC, carecem de receptor Gb3. Nas células, a subunidade A
interfere na sintese de proteinas pelo RNA ribossémico, causando morte celular (KOENIG,
2015; MOXLEY, 2017).

Os humanos sdo muito susceptiveis aos efeitos da Stx, que pode ocasionar diarreia e
complicagGes como colite hemorragica, sindrome urémica hemolitica (SUH) e anormalidades
no sistema nervoso central. O sorotipo EHEC 0157:H7 é o principal relacionado a surtos
alimentares, principalmente por carne bovina malcozida e agua contaminada, em paises da

12



América do Norte, Europa e Japdo (KOENIG, 2015; MOXLEY, 2017; KIM et al., 2020). No
Brasil, embora haja baixa incidéncia dessa infeccdo em humanos, cepas STEC, inclusive
0157:H7, sdo relatadas em animais, alimentos e 4gua nos estados brasileiros (CALDORIN et
al., 2013).

Além dos ruminantes, principais reservatorios de STEC, esses microrganismos ja foram
relatados em um grande nimero de espécies animais, ressaltando o potencial zoonético desse
patdégeno (KIM et al., 2020). Cées e gatos podem ser eliminadores assintomaticos de cepas
STEC e fontes de infec¢bes para humanos (BUSCH et al., 2007; HOGG et al., 2009; RUMI et
al., 2012; KOENIG, 2015; MCFARLAND et al., 2017; KIM et al., 2020).

A doenca do edema em suinos é causada por cepas STEC que carreiam o a toxina Stx2e,
0 que leva a uma enterotoxemia aguda em leitdes desmamados caracterizada clinicamente em
edema subcutaneo e subseroso e sintomas neuroldgicos. Geralmente essas cepas expressam o.-
hemolisina e fimbrias F18ab. Ao ser absorvida no intestino, Stx2e se liga predominantemente
aos receptores Gb4 dos eritrocitos, que liberam a toxina nas células endoteliais que também

expressam esses receptores (MOXLEY, 2017).

2.6. ESCHERICHIA COLI ENTEROTOXIGENICA (ETEC)

A E. coli enterotoxigénica (ETEC) € uma das causas mais comuns de mortalidade infantil
por diarreia em paises em desenvolvimento e de diarreia do viajante (KHALIL et al., 2016;
LEUNG et al., 2019). Na saude animal o maior impacto é na producdo de suinos, visto que
leitdes recém-desmamados sdo muito suscetiveis a infeccdo (KOENIG, 2015). Essas cepas se
caracterizam por produzirem enterotoxinas termoestavel (ST) e/ou termolabil (LT). A ST ¢
resistente em temperatura de 100°C por 15 minutos e a LT € sensivel a temperatura de 70°C
por 10 minutos. As células epiteliais suscetiveis a acdo das enterotoxinas da ETEC sdo as do
jejuno e ileo (MOXLEY, 2017).

As ETEC também produzem fatores de colonizacdo, estruturas de superficie que podem
ser fimbriais, ndo-fimbriais, fibrilares ou helicoidais que mediam a ligag&o inicial da ETEC no
epitélio intestinal do hospedeiro (CROXEN & FINLAY, 2010; DENAMUR et al., 2020). Nos
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animais, as cepas de ETEC que costumam causar colibacilose entérica apresentam fatores de
colonizacéo F4, F5 (K99), F6, F18ac ou F41, que sdo adesinas fimbriais (MOXLEY, 2017).

Através de um sistema de secrecdo de proteina (T2SS), a LT € liberada do interior da
ETEC para se ligar a sua superficie externa de LPS e posterior ligagdo nas células do hospedeiro
animal. Essa toxina possui alto peso molecular, estruturalmente e funcionalmente é semelhante
a toxina da cdlera, tem configuragdo molecular ABs e é subdividida em tipos | e Il de acordo
com caracteristicas antigénicas. Sua subunidade A serve como componente catalitico e as
subunidades B como componentes de ligacdo aos receptores glicoconjugados nos epitélios,
principalmente o0 Gmz1. A subunidade A € ainda dividida em dois dominios unidos por uma ponte
dissulfeto: a cadeia Al € enzimaticamente ativa e a cadeia A2 é uma ligacdo ndo covalente entre
a cadeia Al e a subunidade B, além de ter funcdo na penetracdo celular e no transporte de
proteinas (CROXEN & FINLAY, 2010; MOXLEY, 2017; ZHANG et al., 2022).

No citosol da célula infectada, a subunidade Al da LT interfere na funcdo da proteina G
levando a um aumento da adenosina monofosfato ciclica (AMPCc), ativando a proteina quinase
A e levando a abertura do regulador de condutancia transmembrana da fibrose cistica (CFTR),
resultando na secrecdo excessiva de eletrolitos e agua devido aumento da pressao osmoética no
limen intestinal, o que se manifesta clinicamente em diarreia. Outros mecanismos que a LT
utiliza para ocasionar diarreia secretora é pelo estimulo da sintese de prostaglandina E e do fator
de ativacdo plaquetaria e também pela estimulacédo do sistema nervoso entérico (CROXEN &
FINLAY, 2010; MOXLEY, 2017; ZHANG et al., 2022).

A ST é um polipeptideo pequeno ndao imunogénico classificado em STa e STh, de acordo
com suas caracteristicas estruturais e de funcdo. Nos enterdcitos de varias espécies animais a
STa é ativa e possui uma estrutura de aminoacidos semelhante a guanilina, se ligando ao mesmo
receptor desse peptideo nas células apicais do epitélio intestinal, a guanilil ciclase C (GC-C),
apos ser secretada da ETEC por meio de proteinas de efluxo de sua membrana externa. A
ligagdo no GC-C ativa a conversdo do guanosina trifosfato (GTP) em 3’5’-monofosfato ciclico
(cGMP). O acumulo de cGMP ativa a proteinoquinase G que gera a fosforilacdo do CFTR,
abrindo o canal i6nico provocando secrecdo de Cl" e acimulo de Na*, aumentando a pressao
osmética no limen intestinal e acumulando agua, o que se manifesta clinicamente em diarreia
(CROXEN & FINLAY, 2010; MOXLEY, 2017; ZHANG et al., 2022).

O receptor para STb nos enterdcitos é o sulfatido. No interior da célula, a STb vai ativar
uma proteina reguladora de ligacdo ao GTP sensivel a toxina da coqueluche, resultando em um
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influxo de Ca®*. Com o actimulo de calcio intracelular, havera a ativagdo de outras proteinas
envolvidas na abertura de outros canais de ions, levando a alteracdo osmotica no limen
intestinas e consequentemente a diarreia. Essa enterotoxina esta mais relacionada a diarreia em
leitGes recém desmamados (MOXLEY, 2017; BUTT et al., 2020).

2.7. ESCHERICHIA COLI ENTEROAGREGATIVA (EAEC)

A EAEC é um patdgeno humano emergente que também é uma causa comum de diarreia
do viajante. Essa bactéria expressa fimbrias de aderéncia agregativa (AFF) por meio de
plasmideos e ao se multiplicarem, aderem a superficie das células do intestino delgado e grosso
do hospedeiro de uma forma agregada como uma “pilha de tijolos”, lesionando a mucosa com
a secrecdo de citotoxinas. Sdo formados biofilmes na superficie dos enterdcitos cobertos por
uma camada de muco (CROXEN & FINLAY, 2010; KOENIG, 2015; MOXLEY, 2017).

Esse microrganismo aparentemente ndo possui relevancia para a satde animal. Cepas de
EAEC tém sido isoladas de animais domésticos, como leitdes, bezerros e cdes com ou sem
diarreia, porém ndo costumam ser encontrados os fatores de viruléncia presentes nas cepas de
humanos (UBER et al., 2006; VIJAY et al., 2014; KOENIG, 2015; MOXLEY, 2017).

2.8. ESCHERICHIA COLI INVASIVA ADERENTE (AIEC)

A AIEC tem sido associada as doencas inflamatdrias intestinais humanas, como a doenca
de Crohn (NADALIAN et al., 2020; KITTANA et al., 2023) e a colite ulcerativa histiocitica
(granulomatosa) em cdes, principalmente da raca boxer, com um caso recentemente associado
da doenca em um gato (SIMPSON et al., 2006; MANSFIELD et al., 2009; KOENIG, 2015;
TUOMISTO et al., 2023).

No ileo, esse microrganismo adere a molécula de adesdo celular relacionada ao antigeno

carcinoembrionéario 6 (CEACAMSG), que é superexpresso em pacientes com doenca de Crohn.
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Essa aderéncia estimula o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e o interferon-gama (IFN-y),
promovendo inflamacdo e mais expressdo de CEACAMSG, e consequentemente mais aderéncia
da AIEC. Na lamina propria, essas bactérias seriam engolfadas por macré6fagos e a replicacéo
continua resultaria na formacéo de grandes quantidades de TNF-a e granulomas (MARTINEZ-
MEDINA & GARCIA-GIL, 2014; KOENIG, 2015).

2.9. ESCHERICHIA COLI ENTEROINVASIVA (EIEC)

A EIEC e a Shigella spp. causam a mesma patogenia estrita a humanos, conhecida como
disenteria bacilar, sendo que a EIEC possui menor viruléncia e quadro clinico menos grave.
Essas bactérias fazem replicacao intracelular apos adentrarem nas células epiteliais do intestino
grosso por transcitose, e possuem como principais fatores de viruléncia componentes do
complexo T3SS, chaperonas, reguladores transcricionais, translocadores e proteinas efetoras.
Invadem macrofagos e colondcitos, e seus efetores neutralizam e subvertem a defesa
imunologica, facilitando a replicacdo e disseminacao desse agente etiologico (CROXEN et al.,
2013; KOENIG, 2015).

2.10. ESCHERICHIA COLI DIFUSAMENTE ADERENTE (DAEC)

A DAEC pode causar diarreia infantil, complicacdes na gravidez e infeccdo do trato
urinario (ITU), acometendo somente humanos. Essa cepa pode expressar a adesina Afa/Dr, que
liga de forma difusa essa cepa aos enterdcitos e a fatores de sinalizacdo celular que
desencadeiam alteracdes no citoesqueleto, lesbes nas microvilosidades intestinais, respostas
pro-inflamatorias, dentre outras alteragdes (SERVIN, 2014; KOENIG, 2015).
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2.11. ESCHERICHIA COLI PATOGENICAS EXTRAINTESTINAIS (EXPEC)

Existem cepas de E. coli que podem causar infec¢des extraintestinais (EXPEC), como ITU,
pneumonia, meningite, piometra, sepse, etc. acometendo principalmente humanos e animais
domésticos. Os clones mais prevalentes de EXPEC sdo ST131, STc95 e STc73 (KOENIG, 2015;
DENAMUR et al., 2020; XAVIER et al., 2022). Alguns dos pat6tipos incluidos no grupo de
EXPEC sdo a E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli patogénica aviaria (APEC), E. coli de
meningite neonatal (NMEC), E. coli associada a sepse (SEPEC), entre outros. Os fatores de
viruléncia relacionados a esses patdgenos podem ser varios, como a presenca de determinadas

adesinas, toxinas, plasmideos, fatores de aquisi¢do de ferro, etc. (SAROWSKA et al., 2019).

A maior parte das ITUs em humanos e cées sdo causadas por UPEC, que pode ser
proveniente da propria microbiota intestinal do hospedeiro. Essas cepas geralmente se aderem
ao uroepitélio e geram uma resposta inflamatoria por meio de fimbrias P ou tipo 1. A capacidade
de multiplicacdo intracelular de algumas cepas em humanos pode explicar a caracteristica
redicivante de algumas ITUs em cdes e gatos. Outros fatores de viruléncia relatados nessas
cepas sao hemolisinas, fator necrotizante citotoxico 1 (CNF1) e fatores de aquisicdo de ferro
(KOENIG, 2015; SAROWSKA et al., 2019).

A APEC é causadora da colibacilose em aves domésticas, doenca que impacta
negativamente a industria aviaria, podendo também causar infeccdes em 6rgdos extraintestinais
e sepse nas aves. Essa cepa compartilha genes de viruléncia também presentes em UPEC e
NMEC e potencialmente pode estar implicado em infec¢cbes humanas transmitidas por

alimentos ou mesmo em transmissdes zoondticas (KATHAYAT et al., 2021).

A infeccdo por E. coli capaz de se estabelecer fora do intestino em animais suscetiveis
também pode ocorrer por vias como a conjuntival, pelo umbigo tratado inadequadamente ou
mesmo pela ingestdo. Por esta ultima via, essas cepas costumam se aderir e adentrar as células
intestinais por meio da expressdo de adesinas e fatores necrotizantes citotdéxicos 1 ou 2 (CNF1,
CNF2), alcancando vasos linfaticos e corrente sanguinea, podendo causar endotoxemia
(MOXLEY, 2017).
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2.12. ESCHERICHIA COLI HIBRIDA

Apds o grave surto da cepa hibrida EHEC-EAEC ocorrido na Europa em 2011, estudos
vém mostrando a emergéncia e o impacto de cepas hibridas de E. coli, que apresentam
caracteristicas de diferentes patotipos. A plasticidade genémica da E. coli favorece essa
combinacdo de genes ligados a viruléncia entre os pat6tipos e o surgimento de novos clones
com alta patogenicidade (DENAMUR et al., 2020; SANTOS et al., 2020).

O surto alimentar originado pela cepa EHEC-EAEC, sorotipo 0104:H4, causou infec¢éo
intestinal em cerca de 4 mil pessoas na Alemanha, das quais em torno de 850 desenvolveram
sindrome hemolitico-urémica levando a cerca de 50 pessoas a 6bito. Essa cepa além de produzir
Stx2a e adesdo do tipo EAEC, também continha fatores de viruléncia encontrados
principalmente em EXPEC: sistemas de captura de ferro, yersinobactina e aerobactina,
demonstrando a capacidade de alta viruléncia que essas cepas podem ter (KARCH et al., 2012;
DENAMUR et al., 2020).

O patotipo hibrido do sorotipo O80:H2, que abriga os fatores de viruléncia tipicos de
EHEC e também o plasmideo pS88 caracteristico de APEC foi identificado em paises europeus,
causando sindrome urémica hemolitica (SUH) e infeccGes invasivas. O plasmideo pS88 desse
sorotipo contém genes de resisténcia para penicilinas, tetraciclinas, estreptomicina,
cotrimoxazol e metais pesados, como mercario (SOYSAL et al., 2016; DENAMUR et al.,
2020). O sorotipo também vem sendo isolado de bezerros com diarreia na Europa, possuindo

estreita relagdo genética com os isolados humanos (DE RAUW et al., 2019).

Cepas STEC-ETEC sdo relatadas acometendo leitdes com diarreia pds-desmame e edema
(CHENG et al., 2006; BARTH et al., 2011). Essas cepas também ja foram relatadas em outros
animais, alimentos e humanos com diarreia e alguns casos de SUH. Outras cepas hibridas ja
relatadas causando diarreia ou doencas extraintestinais em humanos e/ou outros animais foram
EPEC-ETEC e EXPEC-EPEC (SANTOS et al., 2020). Ja foi identificado cepas hibridas com
determinantes genéticos de trés patotipos diarreiogénicos em humanos: aEPEC-ETEC-DAEC
(MENDEZ-MORENO et al., 2022).
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2.13. DIAGNOSTICO DE ESCHERICHIA COLI

A cultura bacteriana é feita com amostras de acordo com a suspeita clinica: fezes em casos
de infeccdo intestinal, urina em casos de infeccdo do trato urinario, sangue em casos de
septicemia, etc. A E. coli cresce bem em meios de cultura habituais, sem enriquecimento. Em
agar-sangue essas bactérias se apresentam em colbnias lisas circulares, algumas cepas
produzem hemolise (KOENIG, 2015).

No meio seletivo para bactérias gram-negativas agar MacConkey, essas bactérias formam
colénias vermelho-escuras com precipitado roéseo difuso ao redor das coldnias. Nesse meio as
colénias que metabolizam lactose tém cor rosea pela formacgédo de &cidos mistos e o vermelho
neutro € indicador de pH. Ja no 4gar EMB, essa formacao de acido a partir da fermentacédo de
lactose formara col6nias com brilho metélico (KOENIG, 2015; PROCORP et al., 2018).

No exame microscopico, a E. coli aparecerd, assim como outras enterobactérias, como
bastonetes gram-negativos de tamanho médio, que podem ser mdveis (KOENIG, 2015). As
reacdes IMVIC (indol, vermelho-de-metila - VM, Voges-Proskauer — VP e citrato) e outros
testes bioquimicos servem para diferenciar a E. coli de outras enterobactérias geralmente tendo
como resultados indol, VM e catalase positivos; VP, citrato, oxidase e urease negativos e
fermentacdo de acucares com producdo de gas em Triple Sugar Iron (TSI) (PROCOP et al.,
2018).

As formas de diferenciar as cepas de E. coli incluem sorotipagem, biotipagem,
fagotipagem, tipagem eletroforética de enzimas, tipagem da colisina e eletroforese em gel de
campo pulsado. Na Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), a partir dos isolados de colénias
bacterianas a identificacdo de cepas ocorre pela amplificacdo de genes de viruléncia, como 0s
apresentados na Tabela 2. Pode-se fazer a diferenciacdo de cepas patogénicas atraves de testes
imunoldgicos como o teste de aglutinacdo em lamina, teste imunoenzimatico (ELISA) e técnica
de anticorpos fluorescentes. Exames histologicos servem para descrever lesdes especificas de
algumas cepas, como lesbes por aderéncia/achatamento (KOENIG, 2015; MOXLEY, 2017).
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2.14. RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE ESCHERICHIA COLI

A multirresisténcia de E. coli a antibiéticos vem sendo cada vez mais prevalente na
medicina humana e animal, principalmente pela capacidade de transferéncia horizontal de genes
de resisténcia entre as bacteérias, o que eleva a gravidade das infec¢des pelas poucas alternativas
de tratamento. Alguns dos fatores para isso sdo o uso indiscriminado de antibiéticos em animais,
principalmente animais de producdo, e humanos; saneamento ambiental inadequado e
prevencdo e controle deficientes em ambientes hospitalares. Essas cepas resistentes a
antibiéticos vém gerando grande impacto na salde Unica, visto que a disseminacdo dessas
bactérias em humanos e outros animais potencializa a possibilidade de transmisséo via
contaminagdo ambiental, alimenticia e zoonotica (POIREL et al., 2018; ZHANG et al., 2020;
PORMOHAMMAD et al., 2022).

As cepas que codificam genes de producéo da enzima 3-lactamase de espectro estendido
(ESBL) e cefalosporinase superexpressas (AmpC) possuem resisténcia a maioria dos
antibioticos R-lactamicos, como penicilinas e cefalosporinas, e vém sendo amplamente
identificadas em animais em todo o mundo, inclusive em fezes de animais saudaveis e com
compartilhamento de alguns genes entre humanos e animais (VALENTIN et al., 2014;
CARVALHO et al., 2016; POIREL et al., 2018; TOOMBS-RUANE et al., 2020; BEZABIH et
al., 2021; PORMOHAMMAD et al., 2022).

Outros importantes fatores de resisténcia a antibioticos que podem ser encontrados em E.
coli isoladas de humanos e animais domésticos em diversos paises sdo para quinolonas e
fluoroquinolonas mediados pelos plasmideos de resisténcia as quinolonas, resisténcia a
carbapenémicos mediada pela enzima carbapenemase, resisténcia aos aminoglicosideos por
mutac6es no sitio RNA 16S e resisténcia a polimixina mediada pelo gene mcr. Além disso,
outros grupos de antibioticos vém sendo relatados como sendo alvos de mecanismos de
resisténcia de E. coli, como fosfomicinas, fenicdis, tetraciclinas, sulfonamidas e trimetoprim e
polimixinas (POIREL et al., 2018; PORMOHAMMAD et al., 2022).
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2.15. ESCHERICHIA COLI E MEIO AMBIENTE

Além de ser encontrada principalmente no trato intestinal dos animais de sangue quente,
E. coli também pode ser encontrada amplamente distribuida no meio ambiente (JANG et al.,
2017; ZHANG et al., 2020). A partir de estudos epidemioldgicos da década de 80 que
mostraram correlacdo entre os niveis de E. coli em &guas recreativas e incidéncia de doencas
gastrointestinais, o nivel dessa bactéria passou a ser um indicador de contaminagdo fecal em
aguas recreativas (USEPA, 1986).

O monitoramento dessa bactéria em &gua para consumo humano deve ser feito de modo a
se evitar a contaminacdo fecal e garantia de potabilidade (EDBERG et al., 2000; BRASIL,
2021). Estudos ja mostraram que cepas de ETEC, por exemplo, sdo capazes de sobreviver até
3 meses em agua doce e de formar biofilmes em fontes de agua potavel (LOTHIGIUS et al.,
2010; AHMED et al., 2013).

Algumas das fontes de contaminacdo ambiental por E. coli patogénica ou resistentes a
antibioticos sdo depdsitos de esterco e outros residuos animais, aguas residuais de abatedouros
e efluentes de estacBes de tratamento de aguas residuais (JANG et al., 2017; ZHANG et al.,
2020). Em ambientes naturais como agua e solo, e estacfes de tratamento de esgoto, podem
ocorrer muitas trocas genéticas entre diferentes bactérias, sendo esses ambientes considerados
reatores genéticos bacterianos (BAQUERO et al., 2008).

Os genes que codificam resisténcia a antibidticos costumam ser elementos genéticos
mdveis, como integrons, tranposons e plasmideos, e a transferéncia horizontal de genes entre
0s microrganismos pode ocorrer em ambientes naturais como agua e solo. Por esses motivos,
além de serem considerados como contaminantes em ambientes clinicos, 0s genes de resisténcia
a antibidticos sdo considerados contaminantes emergentes em ambientais naturais
(MARTINEZ, 2009; JANG et al., 2017; ZHANG et al., 2020). Em caixas de areia de parques
infantis, por exemplo, ja foram identificadas cepas de E. coli resistentes a antibioticos
(BADURA et al., 2014).

Os genes de E. coli patogénica, como eaeA, também sdo frequentemente detectados no
ambiente. Os recorrentes surtos de intoxicacdo alimentar que ocorrem em varios paises,

originados principalmente de diferentes verduras contaminadas com cepas patogénicas
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intestinais de E. coli, demonstram a persisténcia desses microrganismos nos vegetais (KARCH
et al. 2012; JANG et al., 2017).
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3. MATERIAL E METODOS

No periodo de junho a agosto de 2022 foram coletados, por meio de swab retal, a amostra
de fezes de 66 cdes atendidos na clinica médica do Hospital Veterinario da Universidade de
Brasilia, para primeira consulta ou consulta de rotina. Os tutores foram convidados e
esclarecidos sobre 0s objetivos e procedimentos da pesquisa, e todos assinaram um Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Este trabalho foi aprovado pela Comissdo de Etica
no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia, SEI n.° 23106.039480/2022-30.

Juntamente com a coleta, foram aplicados questionarios com os tutores com perguntas
referentes a informagdes dos animais e sobre o saneamento basico do territorio de moradia. As
perguntas abordaram: raca, idade, sexo, alimentagéo, uso de antibidticos, historico de diarreia,
abastecimento de agua, destinacao das aguas residuais, coleta de lixo, descarte de fezes e local
de moradia (ANEXO A).

Apos as coletas, as amostras foram identificadas e imediatamente inoculadas em caldo
Brain Heart Infusion (BHI) para crescimento microbiolégico por até 24 horas em estufa a 37°C,
e posteriormente repassadas para 0 meio seletivo Eosina Azul de Metileno (EMB) para
crescimento por mais 24 horas em estufa a 37°C. As coldnias que apresentaram a morfologia
indicativa de E. coli (coldnias violetas escuras com brilho verde metalico) foram repassadas

para 0 meio Agar Sangue (AS) para crescimento por mais 24 horas em estufa a 37°C.

Procedeu-se também testes bioquimicos para confirmacéo do isolamento de E. coli, com
catalase positivo, oxidase negativo, testes indol positivo, VM positivo, VP negativo, citrato
negativo, fermentacao de acucares com producdo de gas em Triple Sugar Iron (TSI) e urease
negativo. As colonias de E. coli identificadas foram acondicionadas em glicerol 20% em
microtubos Eppendorf® identificados, homogeneizadas em vortex e congeladas a -20°C para
posteriores testes de antibiograma e de PCR. As cepas de E. coli isoladas de cada amostra foram

identificadas como E1, E2, E3 e assim subsequentemente até o isolado E54.

Para os testes de antibiograma, as col6nias de E. coli foram inoculadas do AS para o caldo
Mieller-Hinton e incubadas a 37°C até apresentarem turbidade de 0,5 na escala de McFarland
e dai os isolados foram distribuidos uniformemente em agar Mieller-Hinton. Apés a adi¢do dos
discos de antibidticos, as placas forma incubadas a 37°C por 18 horas e 0s diametros dos alos

de inibicdo para cada antibiotico foram mensurados para classificagdo dos antibidticos como
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sensiveis, intermediarios ou resistentes, de acordo com os critérios estabelecidos pelo Brazilian
Committee on Antimicrobial Susceptibility, 2023 (BrCAST) e pelo Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2010 (CLSI). Cada amostra passou por dois antibiogramanas, e a

sensibilidade final foi estabelecida a partir da média das duas mensuracées de alos.

Os antibidticos testados nos antibiogramas foram: amoxicilina 10 pg, amoxicilina/ acido
clavulanico 30 pg, ampicilina 10 pg, ampicilina/sulbactam 10 pg, aztreonam 30 pg, cefalexina
30 pg, cefepime 30 pg, ceftizoxima 30 pg, ceftriaxona 30 pg, enrofloxacina 5 ug, gentamicina
10 pg, imipenem 10 pg, marbofloxacina 5 pg, meropenem 10 pug, sulfazotrim

(sulfametoxazol/trimetoprim) 300 ug, sulfonamidas 300 ug, tetraciclina 30 ug, e tobramicina

10 pg.

Para a extracdo do DNA dos isolados de E. coli, foram coletadas quatro col6nias das
bactérias isoladas em AS, colocadas em 200 ul de agua Milli-Q® em microtubos Eppendorf®,
homogeneizadas em vortex e levados a banho-maria a 100°C por 10 minutos. Essas amostras
foram entdo centrifugadas a 13.000 RPM por 15 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi retirado
com uma micropipeta. A quantidade e pureza do DNA foi avaliada por meios de
espectrofometria de massa (NanoVue™ Plus Spectrophotometer) medindo a absorbancia a 230,
260 e 280 nm, com determinacao das razdes de absorbancia 260/230 e 260/230.

A partir desses isolados, foi executada a técnica de Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) em cada amostra para 0s genes intimina (eae), F41, K99, LT-1, LT-2, STa, STh, Stxl e
Stx2. As sequencias de nucleotideos dos primers de cada gene sdo apresentados na Tabela 2.
Para cada reacao foram utilizados 1 ul do DNA extraido de cada amostra e controles, 9,5 ul de
agua Milli-Q®, 12,5 ul de Taq Pol Master Mix 2X Cellco®, 1 ul de primer forward (F) e 1 pl
de primer reverse (R), totalizando 25 ul em cada microtubo Eppendorf®. As reacbes foram
processadas em termociclador, seguindo o protocolo recomendado no kit de PCR Taq Pol
Master Mix 2X Cellco®, com as temperaturas de anelamento recomendadas para cada gene
(Tabela 3). Foi feito o procedimento de eletroforese em gel de agarose a 1,5% e os produtos de
amplificacdo e ladder de 1 kb foram corados com brometo de etideo para visualizacdo em

transiluminador de ultravioleta.
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Tabela 2 — Genes de E. coli patogénicas intestinais, sequéncias de nucleotideos dos primers

utilizados em PCR e tamanho de pares de bases (pb) dos amplicons.

Gene alvo Sequéncia dos primers Tamanho do amplicon (pb)
eae-F 5’-GACCCGGCACAAGCATAAGC-3’ 384
eae-R 5’-CCACCTGCAGCAACAAGAGG-3’

FAL1-F 5’-GAGGGACTTTCATCTTTTAG-3’ 431
FA1-R 5’-AGTCCATTCCATTTATCGGC-3’

K99-F 5-TGGGACTACCAATGCTTCTG-3’ 450
K99-R 5’-TATCCACCATTAGACGGAGC-3’

LT-1-F 5>-TATCCTCTCTATATGCACAG-3’ 480
LT-1-R 5’-CTGTAGTGGAAGCTGTTATA-3’

LT-2-F  5-AGATATAATGATGGATATGTATC-3’ 300
LT-2-R 5’-TAACCCTCGAAATAAATCTC-3’

STa-F 5’>-TCCGTGAAACAACATGACGG-3’ 244
STa-R 5’>-ATAACATCCAGCACAGGCAG-3’

STh-F 5’>-GCCTATGCATCTACACAATC-3’ 172
STh-R 5’>-TGAGAAATCGACAATGTCCG-3’

Stx1-F 5’>-AGGTTGCAGCTCTCTTTCAATA-3’ 364
Stx1-R 5’>-TGCAAACAAATTATCCCCTGAG-3’

Stx2-F 5’-GGGCAGTTATTTTGCTGTGGA-3’ 386

Stx2-R 5’-GTATCTGCCTGAAGCGTAA-3’




Tabela 3 — Protocolo de PCR para os genes de E. coli patogénicas intestinais pesquisados.

Gene alvo Etapa Temperatura Tempo Ciclos
Comumatodos  Desnaturacdo inicial 95°C 1 minuto 1
Comum a todos Desnaturacéo 95°C 30 segundos 1

F41 Anelamento 62°C 30 segundos 35
Intimina Anelamento 62°C 30 segundos 35
K99 Anelamento 60°C 30 segundos 35

LT-1 Anelamento 48°C 30 segundos 35
LT-2 Anelamento 48°C 30 segundos 35

STa Anelamento 60°C 30 segundos 35

STb Anelamento 60°C 30 segundos 35

Stx1 Anelamento 57°C 30 segundos 35

Stx2 Anelamento 59°C 30 segundos 35
Comum a todos Extenséo 72°C 1 minuto 35
Comum a todos Extenséo final 72°C 2 minutos 1
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Do cultivo microbioldgico das 66 amostras inoculadas, uma de cada cdo, 12 amostras nao
apresentaram crescimento de E. coli, sendo entdo descartadas das anélises do estudo. Dos 54
caes amostrados, provenientes de vérias regides administrativas do Distrito Federal, houve uma
grande variedade de ragas, sendo a maior parte sem raga definida (SRD) (38,9%) e Shih-tzu
(18,5%). 28 animais eram machos (51,9%) e 26 fémeas (48,1%). A idade variou de 2 meses a

16 anos.

33 tutores relataram que alimentavam seus cées apenas com racéo (61,1%), 18 com ragéo
e comida (33,3%) e 3 somente com comida (5,6%). 31 tutores relataram que seus animais nao
tinham historico de diarreia (57,4%) e 23 relataram historico de diarreia (42, 6%) e destes, 5
animais estavam diarreicos no dia da coleta (9,3%). Quanto ao histérico de uso de antibioticos,
38 tutores relataram que seus animais ja haviam utilizado (70,4%), 14 tutores relataram que
seus animais nunca haviam utilizado (25,9%) e 2 ndo sabiam (3,7%). Essas informacges estdo
mais suscetiveis a erros sistematicos devido o viés de memdria. Todas as caracteristicas até aqui

descritas estdo apresentadas no Anexo B.

Quanto as questdes de saneamento, 51 tutores relataram que a dgua de suas residéncias
chegava através da rede geral de abastecimento (94,4%) e 3 tutores relataram outros tipos de
abastecimento (poco e poco artesiano) (5,6%). A rede geral de esgoto foi apontada como o
destino de aguas residuais por 45 pessoas (83,3%), 5 apontaram fossas com algum tipo de
tratamento, como fossas septicas e ecologicas (9,3%) e 4 relataram que o destino eram fossas
rudimentares, sem nenhum tratamento (7,4%). A destinacdo das fezes dos cédes € o lixo e/ou 0
vaso sanitario segundo 48 tutores (88,9%), 4 pessoas deixavam as fezes dos animais no
ambiente (7,4%) e 2 descartam diretamente na caixa de esgoto (3,7%). As caracteristicas no

territorio de moradia estao descritas no Anexo C.

As 54 cepas de E. coli isoladas, uma de cada amostra, foram testadas para todos os genes
de patogenicidade estudados e cinco isolados (9,3%) apresentaram resultado positivo em exame
de PCR para o gene codificador da intimina (eae), com bandas amplificadas na altura de 384
pb para as amostras E13, E29, E33, E34 e E36 (Figuras 1 e 2), indicando que estes isolados
possam ser de E. coli enteropatogénica (EPEC). Para 0s outros genes de patogenicidade, todas

as amostras apresentaram resultados negativos.
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Figuras 1 e 2 — Resultados da amplificacdo do gene eae em gel de agarose dos isolados de E.
coli das amostras E13, E29, E33, E34 e E36. Bandas marcadas na altura de 384 pb.

Algumas caracteristicas sobre o saneamento ambiental, localidade e histdrico de diarreia
dos animais amostrados com E. coli eae+ séo apresentadas na Tabela 4. Algo que chamou
atencdo foi o fato de que das 4 amostras provenientes de cdes cujo o destino das aguas residuais
de suas moradias eram fossas rudimentares (E13, E25, E31 e E33), metade (50%) apresentaram
resultados para E. coli eae+, porcentagem superior quando comparado com o quantitativo de
amostras de animais com E. coli eae+ cujo o destino das aguas residuais de suas moradias € a

rede geral de esgoto (6,7%).

Tabela 4 — Caracteristicas relatadas pelos tutores quanto ao histdrico de diarreia, abastecimento
de agua e destino de aguas residuais no local de moradia dos cinco animais que apresentaram

amostras E. coli eae+.

Amostra Histérico de Abastecimento  Destino de aguas Localidade de Moradia
diarreia de agua residuais
E13 Sim Rede geral Fossa rudimentar Nucleo Rural Granja do Torto
E29 Né&o Rede geral Rede geral Candangolandia
E33 Né&o Rede geral Fossa rudimentar Sobradinho (SH Nova Colina)
E34 Sim Rede geral Rede geral Asa Norte
E36 Sim Rede geral Rede geral Jardim Botéanico

As més condigdes de saneamento basico, que ainda é a realidade em muitas localidades

do Brasil, principalmente em regifes rurais, estdo intrinsicamente ligadas & ocorréncia de
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doencas diarreicas infecciosas ocasionadas por E. coli patogénicas e outros agentes etioldégicos
(GOMES et al., 2020). Além disso, o uso de fossas rudimentares é um risco para a
contaminacgdo de &guas subterraneas por agentes microbioldgicos patogénicos (BRUM et al.,
2016).

Os resultados da sensibilidade antimicrobiana aos antibiéticos testados séo apresentados
na Tabela 5 e no Anexo D. As classes de antibidticos que obtiveram maior sensibilidade frente
aos isolados testados foram as penicilinas (principalmente as associadas com inibidores de -
lactamase: amoxicilina/acido clavulanico e ampicilina/sulbactam) e
fluoroquinolonas (principalmente marbofloxacina), embora haja também um ndmero

significativo de isolados resistentes a esses antibioticos.

Tabela 5 — Quantitativo da sensibilidade antimicrobiana dos isolados de E. coli para cada

antibiético testado.

Antibiotico Sensiveis (%) Intermediarios (%) Resistentes (%)
Amoxicilina 35 (64,8) 0(0) 19 (35,2)
Amoxicilina/acido clavulanico 47 (87) 0(0) 7 (13)
Ampicilina 33 (61,1) 0(0) 21 (38,9)
Ampicilina/sulbactam 46 (85,2) 0(0) 8 (14,8)
Aztreonam 26 (48,1) 7 (13) 21 (38,9)
Cefalexina 28 (51,9) 0(0) 26 (48,1)
Cefepime 9 (16,6) 15 (27,8) 30 (55,6)
Ceftizoxima 25 (46,3) 5(9,3) 24 (44,4)
Ceftriaxona 21 (38,9) 8 (14,8) 25 (46,3)
Enrofloxacina 32 (59,2) 11 (20,4) 11 (20,4)
Gentamicina 4(7,4) 0(0) 50 (92,6)
Imipenem 31 (57,4) 15 (27,8) 8 (14,8)
Marbofloxacina 42 (77,8) 9 (16,6) 3 (5,6)
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Meropenem 25 (46,3) 8 (14,8) 21 (38,9)

Sulfazotrim 27 (50) 8(14,8) 19 (35,2)
Sulfonamidas 2(3,7) 0(0) 52 (96,3)
Tetraciclina 13 (24,1) 0(0) 41 (75,9)
Tobramicina 12 (22,2) 0(0) 42 (77,8)

A alta porcentagem de cepas de E. coli intermediarias a resistentes a antibiéticos B-
lactdmicos, como observado com as cefalosporinas (cefalexina, cefepime, ceftizoxima,
ceftriaxona) e o aztreonam, vem sendo cada vez mais prevalente principalmente devido a ampla
distribuicdo de cepas produtoras de B-lactamases de espectro estendido (ESBL) e AmpC B-
lactamase, que conferem resisténcia a esses antimicrobianos em animais, inclusive em humanos
(EWERS et al., 2012; POIREL et al., 2018; ZHANG et al., 2020; SALGADO-CAXITO et al.,
2021).

As sulfonamidas, que foram uma das primeiras drogas que foram sistematicamente
utilizadas contra muitas infeccdes bacterianas, ha algumas décadas que ja sdo pouco usadas
exatamente pela sua resisténcia generalizada. O mesmo ocorreu com as tetraciclinas (SKOLD,
2000; THAKER, et al., 2010; POIREL et al., 2018). Neste estudo, as sulfonamidas foram as
que obtiveram a maior quantidade de resisténcias frente aos isolados de E. coli deste estudo e a
associacdo sulfazotrim obteve metade dos isolados classificados como intermediarios e

resistentes. A baixa sensibilidade também ocorreu nos isolados testados para as tetraciclinas.

A alta resisténcia a aminoglicosideos (gentamicina e tobramicina) encontrada no estudo
reflete a resisténcia global que esses antibioticos ja vém tendo ocasionada por diferentes
mecanismos (POIREL et al., 2018). Para a gentamicina ja foi demonstrado o compartilhamento
do mesmo pool de genes de resisténcia em isolados de E. coli de animais e humanos (HO et al.,
2010).

Houve uma porcentagem expressiva de cepas classificadas como intermediarias e
resistentes a acdo dos antibidticos carbapenémicos (imipenem e meropenem). A resisténcia a
essa classe de antibioticos ja é bem relatada em humanos mediada principalmente pela acdo de
carbapenemases, e vem sendo progressivamente também identificada em isolados de outros
animais (GRONTHAL, et al., 2018; POIREL et al., 2018).
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A Tabela 6 apresenta o perfil de sensibilidade aos antibidticos testados frente aos isolados
de E. coli eae+ e 0 histdrico de uso de antibidticos pelos animais segundo os tutores. O fato do
animal da amostra E13 ser 0 mais novo entre 0s animais amostrados (2 meses de idade) e ndo
ter historico de uso de antibioticos corrobora a maior sensibilidade aos antibi6ticos testados que
foi encontrada, sendo resistente a alguns antibidticos ja estabelecidos como amplamente

resistentes.

Tabela 6 — Perfil de sensibilidade antimicrobiana dos isolados de E. coli eae+ e histdrico de

uso de antibidticos pelos animais, segundo os tutores.

Amostras eae + Antib. Sensiveis Antib. Interm. Antib. Resistentes
E13 AMO, AMC, AMP, CPM. GEN, SUL e TOB.
(sem histéricode  ASB, ATM, CFE, CTZ,
uso de antibiético) CRO, ENO, IMP, MBF,
MER, SUT e TET.

E29 AMC, ASB, CFE e ENO, IMP e AMO, AMP, ATM, CPM,
(com historico de SUT. MBF. CTZ, CRO, GEN, MER,
uso de antibiético) SUL, TET e TOB.

E33 ASB, CFE, ENO e IMP. AMO, AMC, AMP, ATM,
(com historico de MBF. CPM, CTZ, CRO, GEN,
uso de antibiético) MER, SUT, SUL, TET e TOB.

E34 AMC, AMP, ASB, ENO AMO, ATM CFE, CPM, CTZ,
(com historico de e MBF. CRO, GEN, IMP, MER, SUT,
uso de antibiético) SUL, TET e TOB.

E36 AMC e MBF. SUT. AMO, AMP, ASB, ATM,
(com histérico de CFE, CPM, CTZ, CRO, GEN,
uso de antibiético) IMP, MER, ENO, SUL, TET e

TOB.

Legenda: AMO - amoxicilina, AMC - amoxicilina/acido clavulanico, AMP — ampicilina, ASB -
ampicilina/sulbactam, ATM — aztreonam, CFE — cefalexina, CPM — cefepime, CTZ — ceftizoxima, CRO
— ceftriaxona, ENO — enrofloxacina, GEN — gentamicina, IMP — imipenem, MBF — marbofloxacina,

MER — meropenem, SUT — sulfazotrim, SUL — sulfonamidas, TET — tetraciclina, TOB — tobramicina.
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Os outros isolados apresentaram maior sensibilidade a antibidticos das classes das
penicilinas associadas a inibidores de B-lactamase e fluoroquinolonas e maior resisténcia as
outras classes, corroborando o que foi encontrado de forma geral no presente estudo e na
literatura. Ainda assim, alguns desses antibioticos considerados mais sensiveis foram
classificados como resistentes frente a esses isolados, o que poderia significar um desafio em

um eventual tratamento de uma infec¢éo intestinal ocasionada por essas cepas.
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5. CONCLUSAO

As bactérias patogénicas da espécie Escherichia coli vém se mostrando como agentes
infecciosos emergentes de extrema importancia para a satde animal e publica devido a varios
fatores, como: possuir um namero significativo de patétipos ja estabelecidos com capacidade
de afetar diferentes sistemas organicos além do sistema digestivo; sua capacidade de colonizar
diferentes hospedeiros animais; sua capacidade de transferéncia horizontal de genes por
diferentes elementos genéticos moveis, favorecendo a transferéncia de fatores de viruléncia,
como a toxina Shiga, e genes de resisténcia a antibioticos; sua persisténcia ambiental que
favorece a ocorréncia de surtos, principalmente através de alimentos e agua; sua crescente

resisténcia intrinseca & antibioticos e seu potencial zoonotico.

Este trabalho demonstrou a presenca do fator de viruléncia intimina em amostras de fezes
de cdes positivas para o gene eae em isolados de E. coli. Houve correlagéo entre cées positivos
para este gene e mas condi¢fes de saneamento basico em suas moradias, pelo uso de fossas
rudimentares para o escoamento de aguas residuais, o que também pode proporcionar um risco

de contaminacdo de aguas subterraneas.

A resisténcia antimicrobiana foi vista amplamente na maior parte dos isolados. Penicilinas
associadas com inibidores de P-lactamase e fluoroquinolonas foram os antibidticos que
apresentaram maior sensibilidade, porém um numero significativo de cepas também foi

resistente a esses antibioticos.

A investigacdo sobre a ocorréncia de E. coli, incluindo a emergéncia de novas cepas
patogénicas e resistentes a antimicrobianos, a prevencdo e o controle devem ser continuos e ter
a concepcdo de saude Unica como central nessas abordagens, visto a complexidade de fatores
gue determinam essa ocorréncia, tendo humanos, animais e ambiente como pecas fundamentais

para a melhor compreensédo e tomada de deciséo.
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ANEXO A - QUESTIONARIO APLICADO AOS TUTORES.

InformagGes sobre o animal

Nome: Numero de identificacao:

Raca: Idade: Sexo: ( )F ()M

Alimentacdo do animal: ( )Racdo  ( ) Comida

Tem acesso a rua sozinho? () Sim ( ) Nao

Costuma passear com o cachorro? () Sim ( ) Nao

O animal tem contato com outros cées? ( )Sim, dentro de casa ( )Sim, cées na rua
( ) Nao

Ja fez uso de antibiotico? () Sim ( ) Nao () Nao sabe/lembra

O animal tem histérico de diarreia? ( ) Sim () Apresenta diarreia no momento da coleta ( ) Néo

Informac6es sobre o saneamento

Como ¢é o abastecimento de agua para consumo doméstico na sua residéncia?

( ) Agua encanada (rede geral de abastecimento — CAESB, SANEAGO, SAAE - Servico Autdénomo de
Agua e Esgoto, etc.)

() Poco ( ) Outra fonte de captacdo (Qual? )

Ha caixa dagua na sua residéncia? () Sim ( ) Néo

Qual a destinacao das aguas residuais (esgoto) na sua residéncia?
( ) Rede geral de esgoto () Esgotamento a céu aberto
( ) Fossa rudimentar () Fossa séptica ( ) Outro:

Ap0s as chuvas, ha acimulo de grande quantidade de agua ou inundacdes proximo a sua residéncia?
() Sim ( ) Néo

Ha servico de coleta de lixo na sua residéncia?

() Sim () N&o (Onde é feito o descarte de lixo? )

6. Onde é descartado as fezes do animal?

( )Lixo  ( ) Vaso sanitario () Outro:

7. Endereco de moradia:
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ANEXO B — CARACTERISTICAS DOS CAES AMOSTRADOS.

ID Raca Idade Sexo Alimentacdo Uso de antib. Historico de diarreia
E.l Shih-tzu 92 F R/C S N
E.2 Poodle 8a F Racéao S N
E.3 Shih-tzu 10a M Comida S N
E.4 Dachshund 3a F Racédo N N
E.5 SRD 16a F Racédo S N
E.6 Shih-tzu 7a F R/IC N N
E.7 Maltés 7a M Racao S S
E.8 SRD 2a M R/C S S
E.9 Pinscher l4a  F Racédo S N
E.10 SRD 1la  F Racédo S N
E.11 Shih-tzu la M Racédo NS N
E.12 SRD la M Racédo S N
E.13 Dachshund 2m  F Racédo N S
E.14 Labrador 52 M R/C S N
E.15 Shih-tzu 132 F R/C S S
E.16 SRD 5m F Racédo N N
E.17 SRD 7a M Comida S N
E.18 Golden retriever da M Racéao N N
E.19 Shih-tzu 2a F Racédo S N
E.20 SRD 7a F Racéo N N
E.21 Poodle 6a M Racédo S S
E.22 Pinscher 2a M R/C N N
E.23 Lhasa apso 10a M R/C S S
E.24 SRD 4m F Racéo N N
E.25 SRD 7a F Racéo S S
E.26 Jack russell terrier 10m M R/C S S
E.27 Beagle la M Racéo N S
E.28 Spitz aleméo 3a F Racéo N S
E.29 Shih-tzu 9a F Racéo S N
E.30 Pug 4da M R/C S S
E.31 Pinscher 8a M Racéo NS N
E.32 Welsh corgi pembroke 3a M Racéo S S
E.33 Fox paulistinha 1la M Racéo S N
E.34 Shih-tzu 12a M Racéo S S
E.35 SRD 8a M Racéo S N
E.36 SRD 8a M R/C S S
E.37 Buldogue-campeiro 6a F Racéo S N
E.38 American staffordshire terrier 2a = M R/C S N
E.39 SRD la F R/C N S
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E.40 SRD 152 F Comida S N
E.41 Shih-tzu 6m F Racéo N N
E.42 SRD 4a F Racéao S S
E.43 SRD 1la F Racdo N S
E.44 SRD 5a M Racao S S
E.45 SRD 8a M R/C S S
E.46 York shire 13a  F Racao S N
E.47 SRD 2a M R/C N N
E.48 York shire 122 M Racao S S
E.49 SRD 2a M R/C S S
E.50 Golden retriever 7a M R/IC S N
E.51 SRD 7a F R/C S N
E.52 Shih-tzu 5a M Racédo S S
E.53 SRD 4a F R/C S N
E.54 Border collie 3a F Racédo S S

Legenda: ID — identificacdo; SRD — sem raca definida; a — anos; m — meses; F — fémea; M —

macho; R/C — racdo e comida; antib. — antibidticos; S — sim; N — ndo; NS — néo sabia.
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E.l

E.2

E.3

E.4

E.5

E.6

E.7

E.8

E.9

E. 10

E. 13

E. 14

E. 15

E. 16

E. 17

E. 18

E. 19

E. 20

E. 21

E. 22

Acesso

arua Passeia

N

N

S

S

ANEXO C — CARACTERISTICAS DO LOCAL DE MORADIA.

Contato
com
outros
caes

Nao
Sim, na
rua
Sim, na
rua
Sim, na
rua
Sim, na
rua

Sim, na
rua
Sim, na
rua

Sim, em
casa
Sim, em
casa
Sim, na
rua
Sim, na
rua

Néo
Sim, na
rua

Nao
Sim, em
casa
Sim, na
rua
Sim, na
rua

Abastecimento

de 4gua
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Pogo artesiano
Encanada
Encanada

Encanada

Encanada

Encanada

Encanada
Encanada
Encanada

Encanada

Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada

Encanada

Caixa
d'agua

S

N

Destino de ' Acumulo

dguas  dedguaou Coleta Descarte Local de
residuais inundacdo de lixo defezes  moradia
Rede geral
deesgoto N S Lixo Asa Norte
Rede geral
deesgoto 'S S Lixo Vila Planalto
Rede geral
deesgoto N S Lixo Agua Claras
Rede geral Lixoe
deesgoto N S sanitario  Asa Norte
Rede geral Vaso
deesgoto N S sanitario  Guara Il
Rede geral Nucleo
deesgoto N S Lixo Bandeirante
Rede geral Jardim
deesgoto N S Lixo Botanico
Rede geral
deesgoto N S Lixo Asa Norte
Rede geral Cruzeiro
deesgoto N S Lixo Novo
Rede geral
deesgoto N S Lixo Aguas Claras
Rede do
condomini
0 N S Lixo Noroeste
Rede geral Lixoe Noroeste e
deesgoto N S sanitario  Taguatinga
Ndcleo Rural
Fossa Granja do
rudimentar N S Lixo Torto
Rede geral
deesgoto N S Lixo Lago Norte
Rede geral
deesgoto N S Lixo Asa Norte
Rede geral
deesgoto N S Lixo Asa Norte
Fica no
Fossa ambiente Jardim
ecologica N S (quintal) Botéanico
Rede geral
deesgoto N S Lixo Sobradinho
Rede geral
deesgoto N S Lixo Asa Sul
Rede geral
deesgoto N S Lixo Asa Sul
Rede geral Vaso
deesgoto N S sanitario  Asa Sul
Rede geral Vaso
deesgoto N S sanitario ' Agua Claras
Rede geral
deesgoto N S Lixo Guara |
Fossa
séptica N S Lixo Sobradinho
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E. 25

E. 26

E. 27

E. 28

E.29

E.30

E.31

E.32

E.33

E.34

E.35

E.36

E.37

E.38

E.39

E.40

E.41

E.42

E.43

E.44

E.45

E.46

E.47

E.48

E.49

E.50

E.51

E.52

E.53

E.54

N

N

Legenda: ID — identificacdo; S — sim; N — ndo.

S

S

Sim, em
casa
Sim, na
rua
Sim, na
rua
Sim, em
casa

Nao
Sim, em
casa
Sim, em
casa
Sim, na
rua
Sim, em
casa
Sim, em
casa
Sim, em
casa
Sim, em
casa
Sim, em
casa
Sim, em
casa
Sim, na
rua
Sim, na
rua
Sim, na
rua
Sim, na
rua
Sim, na
rua
Nao
Sim, em
casa
Sim, em
casa
Sim, em
casa

Nao

Nao
Sim, na
rua
Sim, em
casa
Sim, em
casa
Sim, em
casa
Sim, em
casa

Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Poco artesiano
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Encanada
Poco
Encanada
Encanada
Encanada

Encanada

S

S

Fossa
rudimentar
Rede geral
de esgoto
Rede geral
de esgoto
Rede geral
de esgoto
Rede geral
de esgoto
Rede geral
de esgoto
Fossa
rudimentar
Rede geral
de esgoto
Fossa
rudimentar
Rede geral
de esgoto
Fossa
séptica
Rede geral
de esgoto
Fossa
séptica
Rede geral
de esgoto
Rede geral
de esgoto
Rede geral
de esgoto
Rede geral
de esgoto
Rede geral
de esgoto
Rede geral
de esgoto
Rede geral
de esgoto
Rede geral
de esgoto
Rede geral
de esgoto
Rede geral
de esgoto
Rede geral
de esgoto
Rede geral
de esgoto
Rede geral
de esgoto
Rede geral
de esgoto
Rede geral
de esgoto
Rede geral
de esgoto
Rede geral
de esgoto

Lixo
Lixo e
sanitario
Lixo
Lixo
Vaso
sanitario
Lixo e
sanitario
Lixo
Lixo
Lixo
Lixo
Fica no
terreno
Lixo
Fica no
terreno
Lixo
Lixo
Lixo
Vaso
sanitario
Lixo
Lixo
Caixa de
esgoto
Lixo
Lixo
Lixo
Caixa de
esgoto
Lixo
Fica no
terreno
Lixo
Lixo

Lixo

Lixo

Vila Planalto
Cruzeiro
Novo

Séo
Sebastido
Lago Norte
Candangolan
dia
Cruzeiro
Velho
Guara

Asa Norte
Sobradinho
Asa Norte
Jardim
Botanico
Jardim
Botanico
Sobradinho
Lago Norte
Asa Norte
Noroeste
Agua Claras
Asa Norte
Asa Norte
Ceilandia
Gama
Ceilandia
Asa Norte
Guara

Asa Sul
Incra 9
Valparaizo
Valparaizo
Jardim
Botanico

Riacho
Fundo
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ANEXO D — RESULTADOS DOS ANTOBIOGRAMAS.
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E34|R|S|[S|S|R|R|R|[R|R|S|R|R|S|R R|[RI|R
E35|R|S|R|S|R|S|R|[R|R|S|R|I|S|R R|R|R
E36| R|S|R|R|R|R|R|[R|R|R|R|R|S|R|I|[R|R]|R
E37|R|R|R|R|[R|R|R|[R|R|R|[R|R|I|[R|I|[R|R]R
Es|S|S|R|S|R|S|R|[R|R|R|[R|S|S|R|S|[R|R]|R
E39|R|S|R|R|[I|R|R|[R|R|I|[R|S|S|R|S|[R|R]|R
E40|S|Ss|Ss|S|R|R|R|[R|I|S|[R|I|S|R|R|[R|R]|R
E41|s|s|s|s|1|S|R|[R|R|I|[R|S|S|R|R|[R|RJ|R
E422|R|R|R|R|[R|S|R|[R|R|I|[R|R|S|R|I|[R|R]|R
E43|R|S|R|S|R|R|R|[R|R|R|[R|I|S|R|R|[R|R]|R
E44|R|S|R|S|R|R|R|[R|R|R|[R|I|IT|[R|I|[R|S]R
Ea5|S|Ss|Ss|S|R|R|R|[R|R|S|R|S|S|R|S|R|R]|R
E46|S|S|[s|s|s|sS|R|[I|R|S|[R|S|S|[S|I|[R|R]|R
E47|s|s|s|Ss|R|S|R|[R|S|R|[R|S|I|[R|I|[R|R]|R
E4|S|s|Ss|S|R|R|R|[R|R|S|R|S|R|[R|I|[R|R]|R
E49|S|s|[s|s|1|S|R|[R|R|S|R|R|S|I|R|[R|R]|R
EsO|R|S|R|S|I|R|R|R|R|[S|R|R|[S|R|R|R|R|R
Est|S|S|(R|S|IT|R|R|[S|R|[I|R|[R|[IT|I|S|R|R|R
Es2|S|S|S|Ss|Ss|Ss|I1|S|S|S|R|S|S|S|S|R|R|S
ES3|S|[S|[S|[S|1][S S{I|S|R[I|I|[1T]|S|R|[R|R
ES4 | S|S|R|S|[R|R R{R|S|R[I|I|[1T|R|R|[R|R
Legenda: S — sensivel; | — intermediario; R — resisetente; AMO — amoxicilina; AMC -

amoxicilina/acido clavulanico; AMP — ampicilina; ASB - ampicilina/sulbactam; ATM —
aztreonam; CFE — cefalexina, CPM — cefepime; CTZ — ceftizoxima; CRO — ceftriaxona; ENO
— enrofloxacina; GEN — gentamicina; IMP — imipenem; MBF — marbofloxacina; MER —

meropenem; SUT — sulfazotrim; SUL — sulfonamidas; TET — tetraciclina; TOB — tobramicina.
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