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SOARES, Mirella Tomaz. Caracterizacdo de Escherichia coli uropatogénicas isoladas de
cées e gatos. 106 folhas. Dissertacdo de Pos-Graduacdo — Mestrado Profissional em Clinicas
Veterinarias — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2021.

RESUMO

Foram apresentados quatro produtos, separados por capitulos, ao programa de P6s-Graduacao
Mestrado Profissional em Clinicas Veterindrias. O primeiro produto entitulado
“Caracterizag¢do de Escherichia coli uropatogénicas isoladas de cées e gatos”. A infecgdo de
trato urinario é uma afeccdo comum na pratica de animais de companhia. E dentre os diversos
agentes envolvidos, a bactéria Escherichia coli é predominantemente isolada, tanto em
infeccbes de trato urindrio de cdes quanto em gatos. Da forma mesma, esta presente em
prostatites caninas. Esse micro-organismo além de ser um importante comensal da microbiota
intestinal, apresenta capacidade de causar infecgOes que podem inclusive favorecer uma
transmisséo interespecifica entre animais de companhia e humanos. E tem se observado uma
frequéncia cada vez maior de bactérias multirresistentes. Diante disso, o presente trabalho
teve por objetivo o isolamento, identificacdo de perfis de resisténcia antimicrobiana, genes de
viruléncia e de grupos filogenéticos entre cepas de E.coli uropatogénica (UPEC) e duas de
prostatite canina. Sendo possivel identificar alta prevaléncia de UPEC em isolados de caes
(66,67%) e gatos (40%), assim como nos dois isolados de prostatite canina. Dos fatores de
viruléncia, houve alta prevaléncia dos genes FyuA, iutA, Iss, ompT e hlyF, tanto em caes
como em gatos com infeccdo de trato urinario, sendo que apenas o iutA foi identificado em
um dos isolados de prostatite. No tocante, classificacdo filogenética, o grupo B2 foi o mais
frequente tanto em isolados de cédes (42,85%) quanto de gatos (60%) com infecgédo de trato
urinario. Pode-se constatar semelhanca entre os dados relativos a genes de viruléncia e ilhas
de patogenicidade encontrados no presente trabalno com outros, tanto em medicina
veterinaria quanto medicina humana, além de altas porcentagens de resisténcia. Este dado
reforca o risco de disseminacdo de cepas multirresisstentes entre animais de companhia e
humanos, sendo um risco potencial para salde publica. E reitera a necessidade de maiores
avaliacBes entre as relacdes da presenca de fatores de viruléncia e multirresiténcia para
auxiliar na melhor compreensdo e desenvolvimento de novas técnicas de diagnostico e
prevencdo dessas doencas. O segundo produto apresentado foi o primeiro produto citado neste
paragrafo, formatado de acordo com as formas da revista “One Health”. O terceiro produto,
uma revisdo bibliografica, formatada nas normas da revista “Clinica Veterinaria” com o
seguinte titulo: “Escherichia coli em cées e gatos e seu potencial zoono6tico”. E por fim, o
quarto produto, um relato de caso sobre gastrinoma, entitulado “Canine pancreatic malignant
gastrinoma associated with hyglycaemia and hyperinsulinemia”. De maneira que este foi
formatado de acordo com as normas da revista “Arquivo Brasileiro de Medicina Veterinaria e
Zootecnica (ABMVZ)”.

Plavras-chaves: multirresisténcia, salde publica, viruléncia.



SOARES, Mirella Tomaz. Characterization of uropathogenic Escherichia coli isolated
from dogs and cats. 106 sheets. Post graduate Dissertation — Professional Master’s in
Veterinary Clinics — State University of Londrina, Londrina, 2021

ABSTRACT

Four products were presented, separated by chapters, to the Professional Master's Graduate
Program in Veterinary Clinics. The first product entitled “Characterization of uropathogenic
Escherichia coli isolated from dogs and cats”. Urinary tract infection is a common condition
in the practice of companion animals. And among the various agents involved, the bacterium
Escherichia coli is predominantly isolated, both in urinary tract infections of dogs and cats.
Likewise, it is present in canine prostatitis. This microorganism, in addition to being an
important commensal of the intestinal microbiota, has the ability to cause infections that can
even favor interspecific transmission between pets and humans. And an increasing frequency
of multidrug-resistant bacteria has been observed. Therefore, the present work aimed to
isolate and identify antimicrobial resistance profiles, virulence genes and phylogenetic groups
between strains of uropathogenic E.coli (UPEC) and two strains of canine prostatitis. It was
possible to identify a high prevalence of UPEC in isolates from dogs (66.67%) and cats
(40%), as well as in the two isolates of canine prostatitis. Regarding virulence factors, there
was a high prevalence of FyuA, iutA, Iss, ompT and hlyF genes, both in dogs and cats with
urinary tract infection, and only iutA was identified in one of the prostatitis isolates.
Regarding phylogenetic classification, group B2 was the most frequent in isolates from both
dogs (42.85%) and cats (60%) with urinary tract infection. Similarity can be seen between the
data related to virulence genes and pathogenicity islands found in the present work with
others, both in veterinary and human medicine, in addition to high percentages of resistance.
This data reinforces the risk of dissemination of multidrug-resistant strains between
companion animals and humans, representing a potential risk to public health. And it
reiterates the need for further evaluations between the relationship between the presence of
virulence factors and multidrug resistance to assist in a better understanding and development
of new techniques for diagnosis and prevention of these diseases. The second product
presented was the first product mentioned in this paragraph, formatted according to the forms
of the magazine “One Health”. The third product, a bibliographic review, formatted in the
norms of the journal “Clinica Veterinaria” with the following title: “Escherichia coli in dogs
and cats and its zoonotic potential”. And finally, the fourth product, a case report on
gastrinoma, entitled “Canine pancreatic malignant gastrinoma associated with hyglycaemia
and hyperinsulinemia”. So that it was formatted according to the norms of the journal
“Arquivo Brasileiro de Medicina Veterindria e Zootecnica (ABMVZ)”.

Keywords: multidrug resistance, public health, bacteria.
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1 INTRODUCAO

A infeccdo do trato urindrio (ITU) é comum na pratica clinica de animais de
companhia. A incidéncia da doenca no céo foi relatada como 14% e em gatos entre 3%
a 19%. Os principais fatores de riscos sdo sexo, idade, comorbidades e anormalidades
funcionais do trato urinario inferior (BYRON, 2019). Além disso, animais com sistema
imune comprometido apresentam maior risco de desenvolver a doenca (QEKWANA et
al., 2018; DORSCH; TEICHMANN-KNORM; LUND, 2019).

As ITU’s ocorrem quando ha quebra dos mecanismos de defesa do hospedeiro e
um micro-organismo patogénico adere, multiplica e persiste em uma por¢do do trato
urinario. As defesas do trato urinéario incluem desde a mic¢do normal, barreira mucosa,
estruturas anatémicas, propriedades da urina e imunocompeténcia sistémica. As
infeccdes mais comuns sdo as causadas por bactérias, contudo fungos e virus também
podem infectar o trato urinario. As infec¢des podem ser classificadas de acordo com a
localizacdo anatdmica, sendo a infeccdo de trato urinario superior aquela que acomete
ureteres e rins e de trato urinario inferior a que atinge vagina, uretra e/ou bexiga (OLIN;
BARTGES, 2015; QEKWANA et al., 2018).

A ITU esta entre as principais causas de morbidade em cdes e gatos e entre 0s
principais motivos para utilizagdo de antimicrobianos. A instituicdo de terapias
inadequadas pode acarretar em diversas consequéncias maléficas para satde de caes e
gatos, por causar falha terapéutica e desenvolvimento de resisténcia, econémica por
conta da necessidade de prolongar o tratamento e para a saude publica, visto que a
resisténcia antimicrobiana gera consequéncias para a salde da comunidade (WEESE et
al., 2019).

As Dbactérias que mais frequentemente causam ITU’s em cdes e gatos sdo
semelhantes. A maioria das infecgdes urinarias em cées e gatos é causada por um unico
agente (75%), sendo Escherichia coli (E.coli) a mais comum, seguido por cocos Gram-
positivos, como Staphylococcus spp, Streptococcus e Enterococcus spp, sendo também
encontrado Proteus spp, Klebsiella spp, Pasteurella spp, Pseudomonas spp e
Corynebacterium spp (OLIN; BARTJEGES, 2015; FRANCO, 2017; BYRON, 2019).
Apesar de na maioria das vezes as infec¢Ges serem causadas por um unico agente, tanto
em cdes quanto em gatos, podem ocorrer infeccdes bacterianas mistas (FRANCO,
2017).
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Outra afeccdo em que a E. coli pode atuar como agente infeccioso € a prostatite
bacteriana. Essa doenca se caracteriza por ser uma condic¢do cronica ou aguda e ocorre
principalmente em cdes machos inteiros. E na maioria dos casos, 0 paciente pode
apresentar concomitante cistite bacteriana. De maneira que 0s patdgenos isolados na
ITU sdo os mesmos encontrados na prostatite, sendo a E. coli a mais comumente isolada
(NELSON; COUTO, 2015).

1.1 Escherichia coli

E. coli é um bacilo Gram-negativo, pertencente a familia Enterobacteriaceae,
anaerobio facultativo, ndo formador de esporos, fermentador de glicose e outros
acucares (FRANCO, 2017). Considerado um dos micro-organismos mais versateis, pois
embora seja um importante comensal da microbiota intestinal normal, existem outras
varidveis capazes de causar infeccdes (BELANGER et al., 2011; PITOUT, 2012;
RILEY, 2014; BOURNE, CHONG, GORDON, 2019). Inclusive é capaz de causar
desde infeccBes intestinais, definidas na Medicina Humana por E. coli enterotoxigénica
(ETEC), E. coli enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli shiga
toxina (STEC), E. coli necrotoxigénica (NTEC), E. coli hemolitica associada a diarreia
(DHEC), dentre outras; até em outros sitios pela cepa E. coli patogénica extraintestinal
(EXPEC), e isto é definido a partir de suas propriedades de viruléncia e locais da
infeccdo (TOVALI et al., 2014; MAINIL, 2013; FRANCO, 2017).

1.2 Escherichia coli patogénica extraintestinal (EXPEC)

Escherichia coli patogénica extraintestinal (EXPEC) representa um grupo
importante de diversas infec¢Bes tanto em animais quanto humanos, incluindo ITUs,
meningite e septicemia (BELANGER et al., 2011).

EXPEC associada a ITU decorre principalmente do proprio reservatério fecal do
hospedeiro. A infeccdo ocorre apds a migracdo da EXPEC do trato gastrointestinal, por
meio da colonizacdo uretral até o trato urinério, onde alcanca bexiga e rins e a invasdo
desses tecidos resulta em sindromes clinicas. De forma que bactérias retais, perineais e
genitais sdo os principais reservatorios de infeccdo (DALE; WOODFORD, 2015;
OLIN; BARTGES, 2015). A microbiota fecal de humanos e animais é entdo
considerada um reservatério para E. coli uropatogénica (UPEC), de forma que tais cepas
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podem atravessar as barreiras interespécies e colonizar efetivamente tanto animais de
companhia (cdes e gatos), quanto humanos (JOHNSON et al., 2008; JONSON et al,
2009).

As infeccdes causadas por UPEC diferem das cepas intestinais pelos seus fatores
de viruléncia, permitindo uma transicdo bem sucedida do trato intestinal para o trato
urinario (KAPER, NATARO, MOBLEY, 2004; BIELECKI et al., 2014; QEKWANA et
al., 2018).

1.3 Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia incluem uma ampla variedade de moléculas produzidas
por micro-organismos patogénicos, que aumentam sua capacidade de colonizagdo e
evasdo das defesas do hospedeiro e causam doencas (LEITAO, 2020). Estes
componentes desempenham um papel critico na patogénese da ITU, e incluem
componentes estruturais de superficie, como adesinas e fimbrias, toxinas, hemolisinas,
mecanismos para a subversdo das defesas do hospedeiro, e multiplos sistemas de
aquisicdo de ferro (LUO et al., 2012; TERLIZZI; GRIBAUDO; MAFFEL, 2017). Os
fatores de viruléncia sdo codificados no cromossomo bacteriano ou em plasmideos
(DALE; WOODFORD, 2015; KARAM; HABIBI; BOUZARI, 2019).

Dessa forma, o processo de infec¢do envolve diversas fases, nas quais a E. coli
interage com a célula hospedeira, cada uma promovida por diferentes fatores de
viruléncia. E apesar de vérios fatores muitas vezes ndo serem indispensaveis, podem
conferir alguma vantagem durante determinado estagio da infeccdo (LUTHJE;
BRAUNER, 2014).

A identificacdo dos fatores de viruléncia associados & ITU é importante na

diferenciacdo entre uma cepa uropatogénica e uma comensal (BIELECKI et al., 2014).

1.3.1 Adesinas

A aderéncia firme as células uroepiteliais é um requisito essencial para
estabelecimento de infeccdo, seguida pela invasdo e multiplicagdo bacteriana nas células
hospedeiras. Os receptores nas celulas uroepiteliais para adesdo das bactérias sdo as
uroplacinas, presentes na superficie luminal da bexiga e ureteres (LUTHJE;
BRAUNER, 2014). E a adesdo a essas células hospedeiras pode ser realizada por
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estruturas ou moléculas de superficie, como adesinas fimbriais, adesinas afimbriais e/ou
proteinas da membrana externa (Omps) (JACQUES, 2013).

Dentre as organelas de adesdo, temos as fimbrias do tipo 1, que se ligam
facilmente as uroplacinas (células uroepiteliais da bexiga); fimbrias P, que possuem
maior especificidade pelo trato urinario superior; fimbrias de curli, que representa um
dos principais componentes do biofilme em E.coli; adesinas Afa, que s&o
frequentemente associadas a infec¢des intestinais, dentre outras (LUTHE; BRAUNER,
2014).

A expressdo de algumas adesinas ndo é especifica para EXPEC, no entanto, as
cepas de UPEC carregam uma quantidade significativamente maior de agrupamento de
genes fimbriais em comparacio com as cepas comensais (BELANGER et al., 2011;
SUBASHCHANDRABOSE; MOBLEY, 2015).

1.3.2 Toxinas

As toxinas sdo responsaveis por auxiliar na disseminacdo do patdgeno para 0s
tecidos mais profundos ap6s romper a integridade celular para obtencdo dos nutrientes
presentes dentro das células hospedeiras, além de destruicdo das células do sistema
imunologico, evitando dessa forma, a atividade antibacteriana. E em resposta a essa
atividade toxica também pode haver uma forte reacdo inflamatoria (LUTHJE;
BRAUNER, 2014).

Essas toxinas incluem alfa-hemolisina (HIlyA), fator de necrotizacéo citotoxica 1
(CNF1) e toxinas autotransportadoras, e causam na forma ou fungdo das celulas
hospedeiras, interrupcdo do ciclo celular ou lise celular (KARAM; HABIBI;
BOUZARI, 2019).

1.3.3 Aquisicao de ferro

A disponibilidade de ferro no trato urinario é bem restrita, dessa forma, as
bactérias necessitam de sistemas de aquisicdo de ferro para sua sobrevivéncia
(LUTHJE; BRAUNER, 2014; TERLIZZI; GRIBAUDO; MAFFEL, 2017). Essa
necessidade vital de aquisi¢do de ferro pela E.coli no trato urinario é suprida por uma
forte regulacgdo positiva dos genes que codificam sistemas de aquisi¢do de ferro durante
a ITU (LUTHJE; BRAUNER, 2014).
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A limitacdo de ferro no trato urinario € um dos mecanismos de defesa inata do
hospedeiro contra sobrevivéncia de bactérias, onde o ferro esté4 ligado a glicoproteinas,
como transferrina e lactoferrina, ou incorporado a por¢des heme de proteinas, como
hemoglobina e mioglobina (SUBASHCHANDRABOSE; MOBLEY, 2015). Este ferro
pode ser obtido apos a lise dos eritrocitos pela hemolisina e a aquisicdo realizada por
receptores de heme, como ChuA e Hma, presentes na membrana externa de algumas
E.coli (LUTHJE; BRAUNER, 2014; SUBASHCHANDRABOSE; MOBLEY, 2015).

A obtencdo do ferro também pode ser realizada por sideréforos, que séo
moléculas quelantes de ferro e a aquisicdo € realizada por meio de receptores
especificos na membrana externa (LUTHJE; BRAUNER, 2014; TERLIZZI;
GRIBAUDO; MAFFEL, 2017). Quatro sistemas sider6foros foram investigados em
UPEC no contexto de infeccdo e sdo eles: salmochelina e seu receptor IroN; aerobactina
e iutA; enterobactina e FebA; e yersiniabactina e FyuA (LUTHJE; BRAUNER, 2014).

A alta prevaléncia de sistemas de aquisi¢édo de ferro tanto na UPEC quanto na E.
coli comensal dificulta estabelecer a real contribuicdo desses sistemas para
uroviruléncia ou classifica-los como fatores de viruléncia (LUTHJE; BRAUNER,
2014). Mas apesar de nenhum desses sistemas serem indispensaveis para infeccdo bem-
sucedida, resultados em estudos epidemiol6gicos demonstraram a importancia desses
sistemas para persisténcia da bactéria no trato urinario, visto que estdo altamente
relacionados as cepas persistentes em comparacdo as infeccdes esporadicas (EJRNAES
etal., 2012; LUO et al., 2012).

1.4 llhas de patogenicidade

As PAID’s sdo elementos genéticos moveis compostos por grandes blocos de
DNA (>10 kb), que contém sequéncias de integrases e transposases, € possuem um
contetido G + C que difere do genoma bacteriano do hospedeiro (SABATE et al., 2006).
Também conhecidas por ilhas gendmicas, essas regides codificam diversas fungdes, que
dependem em grande parte do ambiente em que a bactéria cresce. Ademais, carregam
grupos de genes de viruléncia, que contribuem para a patogenicidade da bactéria, e no
caso da E. coli, essas ilhas possibilitaram a adaptacdo a ambientes especificos e causar
doengas (SCHMIDT; HELSEL, 2004).



21

1.5 Classificacéo filogenética

Essas cepas extraintestinais pertencem principalmente aos grupos filogenéticos
B2 e D, diferenciando-as das cepas comensais, que estdo em sua maior parte inclusas
nos grupos A e Bl (OSUGUI et al., 2014; RAEISPOUR; RANJBAR, 2018).
Atualmente existem oito filo-grupos reconhecidos de E. coli, com sete pertencentes a E.
coli sensu stricto (A, B1, B2, C, D, E, F) e um correspondente a E. coli clade |
(CLERMONT et al., 2013).

1.6 Resisténcia antimicrobiana

A terapia para as ITU’s ¢ realizada com base no uso de antibidticos e 0s mesmos
devem ser selecionados considerando determinadas caracteristicas, como padrdo de
susceptibilidade da bactéria isolada ao antibiotico testado, tipo de infeccdo, condigdes
do paciente, como idade, doencas subjacentes, consumo anterior de antibioticos, uso de
outros medicamentos, histérico de infeccdes urinarias anteriores e local da infecgédo
(bexiga, rim ou prostata) (KARAM; HABIBI; BOUZARI, 2019).

O tratamento de ITU’s causadas por ExXPEC ¢ complicado pela capacidade dessa
bactéria invadir as células uroepiteliais, onde ficam protegidas contra os efeitos da
maioria dos antibioticos. Assim, a formacdo de reservatorios intracelulares dificulta
ainda mais a eliminacdo completa do patégeno do trato urinario (LEWIS; RICHARDS;
MULVEY, 2016).

A prética de prescrever antibioticos para tratamento de infeccbes de trato
urindrio sem caracterizacdo da bactéria teve como consequéncia 0 aumento da
resisténcia entre os uropatdgenos e a reducgdo da eficacia das terapias orais (TERLIZZI,
GRIBAUDO; MAFFEL, 2017).

O aumento de infecgbes por bactérias multirresistentes (isolados resistentes a
trés ou mais categorias antimicrobianas) em animais de companhia é uma preocupacao
cada vez mais frequente. Este fato causa dificuldades terapéuticas em medicina
veterinaria, além do problema em salude publica visto que esses patdgenos podem ser
zoonoticos, devido a proximidade filogenética entre as diversas estirpes isoladas em
humanos e animais de companhia como cées e gatos (WESSE et al., 2011; MARQUES
et al., 2016; FRANCO, 2017). A resisténcia antimicrobiana limita as opcdes de
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tratamento, aumentando também a falha terapéutica (CUMMINGS, APREA, ALTIER,
2015).

H4 evidéncias de que o contato direto entre humanos e animais de companhia
pode levar a transmisséo interespecifica de bactérias patogénicas, incluindo cepas com
resisténcia antimicrobiana. A disseminacdo de bactérias resistentes aos antimicrobianos
pode ocorrer indiretamente pelo ambiente doméstico, ou diretamente pelo contato entre
pele e pélos contendo materiais com essas bactérias (MARTINS et al., 2013;
CUMMINGS, APREA, ALTIER, 2015).

Ao atingir novo hospedeiro, as bactérias resistentes podem colonizar e infectar,
Ou apenas permanecer neste ambiente por um periodo curto de tempo. E durante este
periodo disseminar seus genes de resisténcia e aceitar genes de resisténcia de outras
bactérias (MARTINS et al., 2013).

Os conhecimentos sobre transferéncia horizontal sdo limitados visto que ndo ha
vigilancia sobre a resisténcia antimicrobiana entre as cepas de E. coli. Essas
informagdes podem auxiliar na selecdo empirica de agentes microbianos no tratamento
de cées e gatos e informar ainda mais sobre uso criterioso de antimicrobianos na pratica
de animais de companhia (CUMMINGS, APREA, ALTIER, 2015).

O uso de técnicas moleculares auxilia na coleta de evidéncias crescentes de que
0s animais podem constituir um reservatorio de EXPEC sendo dessa forma uma ameaca
a salde humana. Além de que podem propagar a resisténcia microbiana, aumentando
assim, o risco de incidéncia de infeccbes humanas e complicacBes ao longo do
tratamento. Dessa forma € imprescindivel estar ciente desse risco para que se possa
planejar medidas de acdo para prevenir tais implicagdes (BELANGER et al., 2011). A
Organizacdo de Saude Animal alerta que os veterinarios devem adotar estratégias para a
reducdo da resisténcia microbiana e promocéo do uso racional de antimicrobianos, logo,
informacdes sobre a etiologia e resisténcia antimicrobiana de acordo com a regido séo
de extrema importancia (MARQUES et al., 2016). Sendo assim, é importante levantar
informacdes locais de padrdes de resisténcia a antibioticos, pois elas podem mostrar
diferencas de acordo com tempo e regido (KLINGEBERG et al., 2018).

Diante da importancia da caracterizacdo de genes e identificacdo de perfis de
resisténcia antimicrobiana de E. coli urinéria, o objetivo deste estudo foi o isolamento e
a identificacdo dos perfis de resisténcia antimicrobiana, genes de viruléncia, ilhas de

patogenidade e grupos filogenéticos entre cepas de E. coli isoladas de ITU’s de caes e
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gatos, e prostatite de cdes atendidos no Hospital Veterindrio da Universidade Estadual
de Londrina (HV-UEL) no periodo de 2015 a 2020.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Amostras e isolados bacterianos

Neste estudo foram utilizados 28 isolados de E.coli, provenientes de 25
pacientes, 23 de animais com ITU e dois com infec¢do prostatica. As amostras de urina
e liquido prostatico foram coletadas pelos médicos veterinrios do Hospital Veterinario
da Universidade Estadual de Londrina (HV-UEL), no periodo de 2015 a 2020, com
intuito de apoiar o diagnostico e conduta terapéutica. Os dados referentes a niUmero da
amostra, espécie, raca, sexo, idade e doencas associadas estdo distribuidos na Tabela 1.

Apos o isolamento e identificacdo de E. coli nas amostras de urina e liquido
prostatico, os isolados foram acondicionados em recipientes estéreis e mantidos
refrigerados, em meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) (Difco®) mais 20% de
glycerol (Sigma®) a -80°C, no laboratério de microbiologia do HV-UEL. E
posteriormente processados no laboratério de Microbiologia do Centro de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Estadual de Londrina (CCB-UEL). E entdo realizada a
cultura e identificacdo de cepas bacteriana, de cada isolado, teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos, deteccdo de genes de viruléncia, ilhas de patogenicidade e

classificacdo filogenética por meio da reacdo em cadeia da polimerase.
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Tabela 1 — Caracterizacdo dos animais (cées e gatos) amostrados e doencas associadas a ITU e prostatite
causados por E. coli, atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina (HV-
UEL), no periodo de 2015 a 2020.

Isolados  Espécie Raca Sexo Idade Doenca de base
01 Felina SRD M 2 anos Cistsigenidne:gtr)s'::ig:slai%lina
02 Canina SRD F 12 anos TVT
04 Canina  Yorkshire F 3 anos Insuficiéncia renal e hepatopatia
05 Canina SRD M 5 anos Cistite, HPB
06 Canina Pinscher F 4 anos Insuficiéncia renal aguda (DRA)
07 Canina Maltés M 2 anos Shunt portossistémico
08 Canina Boxer M 13 anos Hérnia de disco
09¢e10 Canina Poodle F 9 anos Insuficiéncia renal cronica (DRC)
11 Canina SRD M 9 anos Cistite
12 Felina SRD M 3,5 anos Cistite intersticial felina
13 Canina SRD M 12 anos Doenca g;gii;iotza (leptospirose) e
14 Canina SRD M 10 anos Sertolioma
15 Canina Teckel M 9 anos Hérnia de disco
16 Canina SRD M 4 anos Hiperplasia prostatica benigna
17 Canina SRD M 5.6 anos Hiperplasia prostéti_ca _benigna, calculos
vesicais
18 Canina Poodle F NR NR
19 Felino SRD M 2 anos Anomalia anatbmica (castragdo precoce)
20 Canino SRD M 8 anos Insuficiéncia renal cronica (DRC)
DTUIF
21 Felino SRD M 7 anos Urolitiase e anomalia anatdmica
(anomalia prepucial)
23 Canina Shitzu F 7 anos Célculo vesical
24 Canina Poodle F NR NR
25 Canina SRD F Adulta NR
26 Canina  Schnauzer F 9 anos Célculo vesical
27 Canina SRD F Adulta TVT
28 Canina Bulldog F NR NR
TOTAL 25 animais

Legenda: SRD — Sem Raca Definida; M- Macho; F — Fémea; NR — N&o relatado; TVT — Tumor venéreo
transmissivel, HPB — Hiperplasia prostatica benigna, DRA — Doenga renal aguda, DRC — Doenca renal
cronica, DTUIF — Doenca do trato urinario inferior felino.



25

2.2 Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

O teste de sensibilidade aos antimicrobianos dos isolados de E.coli foi
processado pelo uso do método de difusdo em disco, em agar Mueller-Hinton, de acordo
com protocolo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Nesse método,
0s agentes antimicrobianos de escolha para este estudo tém atividade farmacoldgica
contra E. coli e sdo clinicamente relevantes na Clinica de Pequenos Animais, seja pelo
uso terapéutico, ou como marcadores de susceptibilidade de agentes comumente
utilizados. Foram testados os antimicrobianos: amoxicilina com clavulanato de potassio,
aztreonam, ampicilina, cefalotina, cefotaxima, cefepime, cefoxitina, ceftriaxona,
ciprofloxacina, cloranfenicol, enrofloxacina, gentamicina, imipenem, nitrofurantoina,
sulfametaxazol+trimetoprim, tetraciclina (Tabela 2).

Tabela 2 — Lista de antimicrobianos, separados por classe, selecionados para o teste de sensibilidade dos

isolados de E.coli de ITU de cées e gatos e prostatite em cdes, atendidos no HV-UEL, no periodo de 2015
a 2020.

SUBCLASSES ANTIMICROBIANO
i Aminopeniclina Ampicilina
enicilinas ——
" Monobalactamico Aztreonam
@] . .
O Carbapenémicos Imipenem
E Amoxicilina com
b Inibidor de B- lactamase clavulanato de potassio
- a P
w O » 1 geragdo Cefalotina
n 3 =
n > = 2* geragao Cefotixina
< < = :
- = 73 3 geracio Ceftriaxona
O % C_OU gerag Cefotaxima
3 p
© 4% geragao Cefepime
Q
Ciprofloxacina
FLUORQUINOLONAS 22 geragio -
Enrofloxacina
AMINOGLICOSIDEO - Gentamicina
SULFONAMIDA ) Sulfazotrim
ANFENICOIS i Cloranfenicol
TETRACICICLINA ) Tetraciclina
NITROFURANTOINA B Nitrofurantoina
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Para determinar os perfis de sensibilidade dos isolados seguiram-se 0s
procedimentos do CLSI para classificacdo (CLSI 2007, CLSI 2011, CLSI 2010). E com
base nas avaliagOes laboratoriais, os isolados de E. coli foram classificados como
sensiveis, intermediarios ou resistentes. De maneira que isolados que exibiram
resisténcia intermediaria foram reclassificados como resistentes. A classificacdo foi
realizada conforme Magiorakos e colaboradores (2012), em resistentes a maltiplos
farmacos (MDR), aquelas amostras com resisténcia a pelo menos um agente, em mais
de trés categorias antimicrobianos; extensivamente resistentes (XDR), quando
resistentes a pelo menos um agente em quase todas as categorias de antimicrobianos,
com exce¢do de duas ou menos; e por fim, pan-drogarresistentes (PDR), bactérias
resistentes a todos o0s agentes em todas as categorias de antimicrobianos.

2.2.1 Deteccio de produtoras de f3- lactamases de espectro estendido (ESBL)
e AmpC

A semeadura dos isolados bacterianos na placa de agar Mueller-Hinton de
acordo com a turbidez da escala 0,5 de McFarland (1,5x10® bactérias/ ml) e os discos de
cefepime, aztreonam, cefotaxima, ceftriaxona foram colocados em torno de um disco de
amoxicilina com clavulanato de potassio com distancia de 30 mm (centro a centro) para
a confirmacdo de producdo de B-lactamases de espectro estendido (ESBL) por teste de
sinergia de disco duplo, conforme descrito pelas diretrizes do CLSI.

Os testes fenotipicos para detecgdo de B-lactamases do tipo AmpC nédo sdo
padronizados pelo CLSI, mas geralmente sdo baseados na resisténcia as cefamicinas

(cefoxitina) e a todos os inibidores de -lactamases.

2.3 Detecgdo de genes de viruléncia, ilhas de patogenicidade e classificagdo

filogenética usando reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

2.3.1 Extracdo de DNA

As estirpes foram cultivadas em Agar Triptona de Soja (Difco®) a 37°C sob
agitacdo (150 rpm). O DNA foi extraido por suspensao de cinco col6nias bacterianas em
200 pl de agua estéril que foi fervida por 10 minutos e centrifugada a 1500 g por 5
minutos. O sobrenadante foi utilizado como modelo nos ensaios de PCR.
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2.3.2 Deteccao dos genes de viruléncia por meio da reacdo em cadeia da

polimerase (PCR)

Os iniciadores que foram utilizados para amplificacdo dos fragmentos de DNA

responsaveis pelas caracteristicas de viruléncia estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3 — Lista de iniciadores de PCR utilizados para amplificagdo dos fragmentos de DNA, na
deteccdo de fatores de viruléncia dos isolados de E.coli de ITU de cdes e gatos e prostatite em cées,
atendidos no HV-UEL, no periodo de 2015 a 2020.

A . o Fragmento o
Gene Sequéncia do iniciador (5"—>3") Referéncia

(bp)

AATCCGGCAAAGAGACGAACCGCCT
iroN 553 JOHNSON et al, 2008.
GTTCGGGCAACCCCTGCTTTGACTTT

TCATCCCGGAAGCCTCCCTCACTACTAT
ompT 496 JOHNSON et al, 2008
TAGCGTTTGCTGCACTGGCTTCTGATAC

GGCCACAGTCGTTTAGGGTGCTTACC
hlyF 450 JOHNSON et al, 2008
GGCGGTTTAGGCATTCCGATACTCAG

CAGCAACCCGAACCACTTGATG
Iss 323 JOHNSON et al, 2008
AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA

GGCTGGACATCATGGGAACTGG
iutA 302 JOHNSON et al, 2008
CGTCGGGAACGGGTAGAATCG

HIVA AACAAGGATAAGCACTGTTCTGGC 1177 JOHNSON e STELL,
y ACCATATAAGCGGTCATTCCCGTC 2000.
FVUA TGATTAACCCCGCGACGGAA 880 JOHNSON e STELL,
u
y CGCAGTAGGCACGATGTTGTA 2000.

A amplificacdo do DNA bacteriano foi realizada utilizando 2,5 pl de
sobrenadante em 12,5 pl de mistura de reacdo, que continha 1,2 U Taqg polimerase
(Invitrofen®), 2,5 mM de MgCI2, tampdo de PCR 10X (Invitrogen®) e os iniciadores
necessarios. As amostras foram submetidas a PCR em um termociclador (Applied
Biosystems®).

Em seguida, dez microlitros de cada mistura da reacdo foi submetido a
eletroforese em gel de agarose a 2%, seguido de coloracdo com 1 pl de gel Red 20x
(Biotium®) (1:500) e feita a visualizagdo em transiluminador UV. E dessa forma uma

escala de DNA de 1 Kb (Invitrogen®) foi corrida em cada gel.
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2.3.3 Detecgao de ilhas de patogenicidade (PAI)

Foram analisadas cinco PAI’s por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR): PAI IV536, PAI IICFT073, PAI 1 536, PAI 11536 e PAI 1J96. Os iniciadores que
foram utilizados para amplificagdo dos PAI’s responsaveis pelas caracteristicas de
viruléncia se encontram na Tabela 4. As amostras foram submetidas a PCR em um
termociclador (Applied Biosystems®) com temperatura de hibridacdo de 55°C

conforme utilizado por Sabaté e colaboradores (2006).

Tabela 4 — Iniciadores de iniciadores de PCR utilizados para deteccdo de ilhas de patogenicidade dos
fragmentos de DNA, na detec¢do de fatores de viruléncia dos isolados de E.coli de ITU de cées e gatos e
prostatite em cdes, atendidos no HV-UEL, no periodo de 2015 a 2020.

Fragmento(

PAI Gene Sequéncia do iniciador (5" —>3") bp) Referéncia
. AAG GAT TCG CTG TTA CCG GAC SABATE et
PAIIV536  irp2 TCG TCG GGC AGC GTT TCT TCT 300 al., 2006
PAI 0732 ATG GAT GTT GTA TCG CGC 400 SABATE et
lICFT073 : ACG AGC ATG TGG ATC TGC al., 2006
DAl 1536 19 TAA TGC CGG AGA TTC ATT GTC 1800 SABATE et
110 AGG ATT TGT CTC AGG GCT TT al., 2006
CAT GTC CAA AGC TCG AGC C SABATE et
PAITIS36  orflup CTA CGT CAG GCT GGC TTT G 1000 al., 2006
orfldown
TCG TGC TCAGGT CCG GAATTT SABATE et
PAINJ9  papGl TGG CAT CCC ACA TTA TCG 400 al., 2006

2.3.4 Classificacao filogenética

A classificacdo filogenética em grupos foi realizada conforme o método
desenvolvido por Clermont e colaboradores (2013), de forma que os isolados foram
classificados em sete grupos (A, B1, B2, C, D, E e F) e um correspondente a E. coli
clade I, com base na presenca dos genes chuA, yjaA e arpA e um fragmento de DNA
(TSPEA4.C2), detectados pelo método PCR (CLERMONT et al., 2013) (Tabela 5).
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Tabela 5 — Iniciadores de PCR utilizados para a classificacdo filogenética dos fragmentos de DNA, na
deteccdo de fatores de viruléncia dos isolados de E.coli de ITU de cdes e gatos e prostatite em cées,
atendidos no HV-UEL, no periodo de 2015 a 2020.

) o Fragmento .
Gene Sequéncia do iniciador (5" —>3") (bp) Referéncia
p
ATGGTACCGGACGAACCAAC Clermont et al.,
ChuA 288
TGCCGCCAGTACCAAAGACA 2013
ViaA CAAACGTGAAGTGTCAGGAG 211 Clermont et al.,
: AATGCGTTCCTCAACCTGTG 2013
CACTATTCGTAAGGTCATCC Clermont et al.,
TSPE4.C2 152
AGTTTATCGCTGCGGGTCGC 2013
A GATTCCATCTTGTCAAAATATGCC 301 Clermont et al.,
ar
P GAAAAGAAAAAGAATTCCCAAGAG 2013

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteristicas clinico-epidemioldgicas

Foram obtidas 28 cepas de E. coli, 26 (92,9%) oriundas de ITU e duas (7,1%) de
infeccdo prostatica, provenientes de 25 pacientes. Do total de pacientes avaliados,
dentre os 23 que possuiam ITU, 19 (82,6%) eram da espécie canina e quatro (17,4%)
felina. Essas afeccdes costumam ser mais frequentes em cées do que em gatos (LING,
2004; NELSON; COUTO, 2015; LEOMIL; BURGOS, 2015). O fato da baixa
ocorréncia de infeccOes bacterianas em gatos pode ter relagdo com algumas
caracteristicas fisiologicas desses individuos, como seus mecanismos locais de defesa.
Dentre eles, a capacidade de produzirem urina altamente concentrada e também por
ingerirem dietas ricas em proteinas, a urina € &cida e concentrada em ureia. Logo, com a
perda desses mecanismos de defesa ha mais predisposicdo ao desenvolvimento de
cistites bacterianas. Sendo, portanto na maioria das vezes observada em gatos senis
(LEOMIL; BURGOS, 2015).

Dentre os isolados obtidos, dois foram oriundos de infeccdo prostatica Em
estudo realizado na Franga, por meio da analise de 418 casos clinicos de suspeita de
doenca prostatica canina, a incidéncia dessas afeccdes foi de 0,6%, e os disturbios mais
prevalentes foram hiperplasia prostatica benigna (HPB) (45,9%) e prostatite (38,5%)
(Polisca et al, 2015). J& em outro estudo, a doenca prostatica mais comum foi a
prostatite bacteriana (KRAWIEC; HEFLIN, 1992). De forma que a Escherichia coli
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tem sido a bactéria mais comumente isolada nessas prostatites (SMITH, 2008;
NELSON; COUTO, 2015; CHRISTENSEN, 2017).

3.2 Sensibilidade aos antibiéticos

Os antimicrobianos sdo os farmacos de base para o tratamento de ITU e na
maior parte dos casos a escolha do mesmo deve ser baseada no resultado do teste de
sensibilidade do patdgeno isolado da urina. Contudo, o uso intensivo dessas medicagdes
pode culminar com a selecdo de organismos resistentes (OLIN; BARTGES et al., 2015).
Os agentes com multirresisténcia a maltiplos farmacos conferem riscos significativos
para saude humana, medicina veterinaria e para a comunidade (OLIN; BARTGES et al.,
2015; WALTHER; TEDIN; LUBKE-BECKER, 2017).

Os 21 isolados de E. coli do trato urinario de cdes demonstraram alta taxa de
resisténcia, 19 (90,40%) isolados resistentes a cefalotina (cefalosporina de primeira
geracdo), seguida pela enrofloxacina com 13 (61,90%) isolados resistentes, de forma
que 12 (57,14%) foram resistentes a sulfazotrim, cloranfenicol e ciprofloxacina , onze
(52,38%) isolados foram resistentes a ampicilina e na mesma porcentagem foi
observada resisténcia a tetraciclina. E entre os felinos a maior frequéncia de resisténcia
foi observada aos antibioticos cefalotina e ciprofloxacina, com trés (60%) amostras
resistentes cada, das cinco avaliadas. Seguido pela resisténcia de ampicilina, aztreonam,
amoxicilina com clavulanato de potassio, cefotixina, ceftriaxona, cefepime,
enrofloxacina, gentamicina, sulfazotrim, cloranfenicol e tetraciclina, com duas (40%)
amostras cada (Gréafico 1). Estudos (CUMMINGS, APREA, ALTIER, 2015;
MARQUES et al., 2018 ) relatam um aumento da resisténcia a fluorquinolonas (COHN
et al., 2003; HARADA et al., 2010) cada vez mais frequente, assim como
cefalosporinas (DAZIO et al., 2021). Na pratica clinica, por vezes, essas classes de
antimicrobiano sdo utilizados com frequéncia em infeccbes de trato urinario, assim
como sulfametoxazol+trimetroprim, que inclusive € recomendado como farmaco de
primeira escolha para tratamento de ITU (WEESE et al., 2019).

Todos isolados de ITU de cées, quanto de gatos, foram sensiveis ao imipenem e
nitrofurantoina. Da mesma forma que em outros estudos houve sensibilidade total ao
imipenem (ASLANTAS; YILMAZ, 2017; HUANG, KUAN, YEH, 2020) e
nitrofurantoina (KOGIKA et al., 1995), em diversos estudos com isolados de E. coli

oriundos de ITU de cées e gatos. O imipenem também mostrou ser um antibiético mais
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eficiente contra cepas de UPEC oriundas de infeccbes em humanos (TERLIZZI;
GRIBAUDO MAFFEI, 2017; RAEISPOUR; RANJBAR, 2018).

Grafico 1 — Prevaléncia de resisténcia aos antimicrobianos entre os isolados de E.coli de ITU em cées e
gatos, atendidos, atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina (HV-UEL), no
periodo de 2015 a 2020.

mCaes
O Gatos

Foi possivel constatar que 14 (66,67%) dos isolados de cdes com ITU puderam
ser classificadas como resistente a multiplos farmacos (MDR). Por meio do teste de
sinergia de disco duplo foi possivel constatar que, em cées, dois (9,52%) isolados foram
fenotipicamente identificados como produtores de B-lactamases de espectro estendido
(ESBL) e baseado na sensibilidade as cefamicinas e resisténcia aos inibidores de f-

lactamases, quatro (19,05%) lactamases do tipo AmpC. (Tabela 6a).
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Tabela 6a — Identificacdo dos isolados de E.coli de ITU, em cdes e gatos com relacdo a resisténcia
antimicrobiana, isolados produtores de B-lactamases de espectro estendido (ESBL) e B- lactamases do
tipo AmpC, atendidos no Hospital Veterinario da Universiadade Estadual de Londrina (HV-UEL), no

periodo de 2015 a 2020.
Isolados Antibidticos ressistentes YAtb AMR ESBL AmpC
2 CFL, CIP, ENO, SUT, CLO, TET 5 MDR ; ;
AMP, ATM, AMC, CFL, CRO,
4 CPM, CIP, ENO, GEN, SUT, CLO, 8 MDR + ]
TET
6 CFL, CIP, CLO, TET 4 MDR - -
AMP, AMC, CEL. CFX, CPM, CIP,
! ENO, SUT, CLO, TET 8 MDR - -
8 CFL, CIP, ENO, SUT, CLO, TET 5 MDR - -
AMP, ATM. AMC, CFL, CRO.
9a CPM., ENO, GEN, SUT, CLO, TET 8 MDR * -
AMP, ATM. AMC, CFL, CFO,
9b CRO, CTX, CIP, ENO, GEN, SUT, 8 MDR i +
CLO, TET
AMP. ATM, AMC, CFL, CFO,
10 CRO, CTX, CIP, ENO, GEN, SUT, 8 MDR ] +
CLO, TET
13 CFL 1 S - -
14 CFL 1 S - -
15 CFL 1 S - -
16 AMP, CEL. CIP, ENO, SUT, CLO 5 MDR - -
17 AMP. ENO. SUT 3 MDR - -
18 CFL 1 S - -
20 - 0 S 3 -
23 CFL, 1 S - -
AMP, AMC, CFL. CFO, CRO, CTX,
24 CIP, ENO, SUT, CLO, TET / MDR - *
AMP. AMC, CFL, CRO, CIP, ENO,
25 GEN, SUT, CLO, TET 8 MDR - -
26 CFL, CFO, CTX 1 S - -
AMP, ATM. AMC. CFL, CFO,
27 CRO, CTX, CIP, ENO, SUT, CLO, 7 MDR ] ]
TET
AMP. ATM. AMC. CFL, CFO, CTO,
28 T ENO 4 MDR ] +

Legenda: Atb — Antimicrobianos, TAtb — Soma de classes antibioticos resistentes, AMR — Resisténcia a
antimicrobianos, AMP — Ampicilina; ATM —Aztreonam; IPM — Imipenem; AMC — Amoxicilina/acido
clavulénico; CFL — Cefalotina; CFO — Cefoxitina; CRO — Ceftriaxona; CTX — Cefotaxima; CPM —
Cefepime; CIP — Ciprofloxacina; ENO — Enrofloxacina; GEN — Gentamicina; SUT — Sulfazotrim
(sulfametoxazol/trimetropim); CLO — Cloranfenicol, TET — Tetraciclina; NIT — Nitrofurantoina, MDR —
Resistente a multiplos farmacos, S — Sensivel, +/-positivo ou negativo, de acordo com a caracteristica

avaliada.
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E em felinos, puderam ser classificados como MDR, dois (40%) isolados. E
nenhum dos isolados avaliados foram positivos para a producdo de ESBL e nem para
lactamases tipo AmpC (Tabela 6b).

Tabela 6b — Identificacdo dos isolados de E. coli de ITU, em gatos com relagdo a resisténcia
antimicrobiana, isolados produtores de B-lactamases de espectro estendido (ESBL) e B- lactamases do
tipo AmpC, atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina (HV-UEL), no
periodo de 2015 a 2020.

Isolados Antibidticos resistentes YAtb AMR  ESBL AmpC
AMP, ATM, AMC, CFL, CFO, CRO, CTX,

la CPM, CIP, ENO, GEN, SUT, CLO, TET 8 MDR i i

b AMP, ATM, AMC, CFL, CFO, CRO, CTX, 8 MDR ) )
CPM, CIP, ENO, GEN, SUT, CLO, TET

12 CFL, CIP 2 S - -

19 - 0 S - -

21 - 0 S - -

Legenda: Atb — Antimicrobianos, ZAtb — Soma de classes antibioticos resistentes, AMR — Resisténcia a
antimicrobianos, AMP — Ampicilina; ATM —Aztreonam; IPM — Imipenem; AMC — Amoxicilina/acido
clavulanico; CFL — Cefalotina; CFO — Cefoxitina; CRO — Ceftriaxona; CTX — Cefotaxima; CPM —
Cefepime; CIP — Ciprofloxacina; ENO — Enrofloxacina; GEN — Gentamicina; SUT — Sulfazotrim
(sulfametoxazol/trimetropim); CLO — Cloranfenicol, TET — Tetraciclina; NIT — Nitrofurantoina, MDR —
Resistente a multiplos farmacos, S — Sensivel, +/-positivo ou negativo, de acordo com a caracteristica
avaliada.

Outros estudos realizados verificaram 0 aumento da resisténcia antimicrobiana
em cdes e gatos (HARADA et al., 2010; OSUGUI et al., 2014; MARQUES et al.,
2018). Diversos podem ser os fatores relacionados a mais da metade dos isolados em
cdes e dois de gatos serem MDR, dentre eles, o fato de grande parte dos pacientes em
questdo terem histérico de tratamento com antimicrobianos sistémicos precedentes.
Outros estudos puderam também constatar que esse € um fator de risco importante para
0 desenvolvimento de microorganismos multiressistentes (TUERENA et al., 2016;
SAPUTRA et al., 2017; KARKABA et al., 2019; DAZIO et al., 2021). Em estudo
realizado por Saputra e colaboradores (2017), houve aumento de seis a oito vezes na
probabilidade de desenvolvimento de E. coli MDR, em cées e gatos, que possuiam
infeccdo cronica de trato urinario e historico de tratamento anterior com
antimicrobianos.

A prevaléncia global de E. coli produtora de B-lactamases de espectro estendido
(ESBL) foi avaliada em 6,87%, em cées e 5,04% em gatos (SALGADO-CAXITO et al,
2021). Em Taiwan, a prevaléncia de E. coli produtora de ESBL em amostras aspiradas
principalmente de ITU, piometra e feridas cutaneas, em caes e gatos foi de 24,1% e
18,6% respectivamente (HUAND; KUAN; YEH, 2020). Em outro estudo, além do

tratamento anterior com antimicrobiano, outros fatores citados como responsaveis pelo
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surgimento de E. coli ESBL ou AMPC foram contato frequente com clinicas
veterinarias e viagens internacionais (KARKABA et al., 2019).

Em um estudo feito por Toombs-Ruane e colaboradores (2020), por meio da
analise do genoma de E. coli em 11 domicilios, foi possivel identificar a mesma cepa de
produtora de ESBL/AmpC entre cdes e membros da familia com ITU, corroborando
com a existéncia de transmissdo entre humanos e animais no ambiente de convivio.
Assim como, Ljungquist e colaboradores (2016), em que cepas idénticas de
Enterobacteriaceae resistentes as cefalosporinas de espectro estendido puderam ser
isoladas de humanos e cdes que coabitam ambientes domésticos. Logo, possivelmente
h& uma transmissdo entre humanos e cdes e gatos de EXPEC, o que evidencia o risco
para saude publica.

No tratamento de prostatite tem-se preconizado a utiliza¢éo de fluorquinolonas e
sulfazotrim (KHADIDJA; ADEL, 2017). No concerne a resisténcia dos dois isolados de
E. coli do liquido prostatico, os mesmos foram caracterizados como isolados
multirresistentes a diversos farmacos. Foi possivel verificar resisténcia de ambos a
ampicilina, aztreonam, amoxicilina com clavulanato de potassio, cefalotina, ceftriaxona,
cefotaxina, ciprofloxacina, enrofloxacina, sulfazotrim e cloranfenicol, de forma que
gentamicina e tetraciclina foram resistentes apenas a uma das cepas. Ja o imipenem,
cefepime e nitrofurantoina foram sensiveis nas duas amostras (Grafico 2).

Gréfico 2 — Prevaléncia de resisténcia antimicrobiana avaliadas os isolados de prostatite por E.coli, em

cdes, atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina (HV-UEL), no periodo de
2015 a 2020.
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A andlise de sensibilidade realizada nas duas amostras de infeccdo prostatica por

E. coli demonstra que ambas apresentavam resisténcia a multiplos farmacos (MDR),
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contudo nenhuma das mostras foram fenotipicamente positivas para ESBL e AmpC
(Tabela 6c).

Tabela 6¢ — ldentificagdo dos isolados de E.coli de prostatite, de cdes, com relagdo & resisténcia
antimicrobianadas, positivos para B-lactamases de espectro estendido (ESBL) e B- lactamases do tipo
AmpC, atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina (HV-UEL), no periodo
de 2015 a 2020.

Amostra Antibidticos resistentes YAtb AMR ESBL AmpC
AMP, ATM, AMC, CFL, CFO, CRO, CTX,
5 CIP, ENO, SUT, CLO 6 MDR - -
11 AMP, ATM, AMC, CFL, CFO, CRO, CTX, 8 MDR ) )

CIP, ENO, GEN, SUT, CLO, TET

Legenda: Atb — Antimicrobianos, ZAtb — Soma de classes de antibidticos resistentes, AMR — Resisténcia
a antimicrobianos, AMP — Ampicilina; ATM —Aztreonam; IPM — Imipenem; AMC — Amoxicilina/acido
clavulanico; CFL — Cefalotina; CFO — Cefoxitina; CRO — Ceftriaxona; CTX — Cefotaxima; CPM —
Cefepime; CIP — Ciprofloxacina; ENO — Enrofloxacina; GEN — Gentamicina; SUT — Sulfazotrim
(sulfametoxazol/trimetropim); CLO — Cloranfenicol, TET — Tetraciclina; NIT — Nitrofurantoina, MDR —
Resistente a multiplos farmacos, S — Sensivel, +/-positivo ou negativo, de acordo com a caracteristica
avaliada.

O fato desses antibioticos terem sido verificados como resistentes a esses
isolados de E. coli tanto em cées como em gatos pode estar relacionado & utilizacdo em
demasia de tais farmacos, causando o desenvolvimento de resisténcia bacteriana
(COHN et al., 2003; GUARDABASSI; SCHWAZ, LLOYD, 2004) (Figura 1).

Figura 1 — Teste de sensibilidade antimicrobiana em placas de agar Mueller-Hinton, em que se é possivel
identificar fenotipicamente uma cepa ESBL (placa a esquerda), pelo teste de disco combinado, por meio
da distor¢do do halo ao redor do disco p —lactdmico (amoxicilina com clavulanato de potéssio) (centro da
placa (=)). E outra cepa multirresistente (MDR) (& direita), reconhecidas, em testes precedentes, como
Escherichia coli urinaria (UPEC), ambas de um mesmo portador canino.

Fonte: SOARES, M. T.
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Em humanos, ha evidéncia de que o tratamento de ITU ndo complicada apenas
com a utilizagdo de analgésicos pode ser tdo eficaz quanto o uso de antibidticos
(GAGYOR et al., 2015; BLEIDORN et al., 2016). Diante dessa observacio €
importante que haja iniciativas maiores por parte de veterinarios e demais profissionais
da saude para que seja realizado antibiograma com maior frequéncia. Dessa forma,

avaliando a real necessidade de utilizagdo de antimicrobianos.

3.3 Fatores de viruléncia, ilhas de patogenicidade e classificacéo filogenética

O desenvolvimento de ITU depende de diversos fatores e sofrem influéncia da
interacdo entre a viruléncia bacteriana e também as defesas do organismo (LEOMIL,;
BURGOS, 2015; DORSCH; TEICHHMANN-KNORRN; LUND, 2019). As defesas do
organismo podem estar comprometidas frente as comorbidades, como as citadas
anteriormente. Contudo, a interagdo da bactéria e sua permanéncia no hospedeiro tem
um papel de grande importancia no desenvolvimento da infecgéo.

A caracterizacdo genotipica dos isolados demostrou que nem todas as amostras
apresentavam genes que codificam os fatores de viruléncia avaliados. Das 21 amostras
de infeccdo urinaria por E. coli em cées, 16 (76,19%) possuia a0 menos um dos genes
de viruléncia avaliado. Ja das cinco amostras de felinos avaliadas, quatro (80%)

apresentaram ao menos um dos genes que codifica fatores de viruléncia (Figura 2).
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Figura 2 — Gel de agarose demonstrando os genes de viruléncia IroN, hlyF, ompT e Iss das amostras 1a a
28 e iutA das amostras 23 a 28, por meio da rea¢do em cadeia da polimerase (PCR).
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Legenda: 2. Identificacdo de genes de viruléncia por meio da reagdo em cadeia da polimerase (PCR), em
gel de agarose. Pb — padréo de peso molecular; (+) — controle positivo para o gene avaliado em questéo; (-
) — é&gua, como controle negativo. A) ldentificagdo do gene IroN nas amostras de la a 22. B)
Identificacdo do gene hlyF nas amostras de 1a a 22. C) Identificacdo dos genes ompT, Iss das amostras de
14 22. D) Identificagfo dos genes iroN, Iss, ompT, iutA e hlyF das amostras 23 a 28.

Os genes de aderéncia sdo indispensaveis para o estabelecimento das infeccdes.
E neste estudo avaliamos a presenca da proteina de membrana externa (Omps) entre 0s
isolados avaliados. De tal modo que, entre as cepas de UPEC de cées avaliadas, 23,80%
possuiam o0 gene que expressa essa proteina, e felinos, em 40% dos isolados foi possivel
observar. Similarmente aos dados de cées, outros estudos em humanos, encontraram a
frequéncia de expressdo de OmpT de aproximadamente 20% (CYOIA et al., 2015;
DAGA et al., 2019).

O ferro tem importancia significativa para a vida de grande parte dos
organismos. Sendo que a disponibilidade desse substrato € indispensavel para que as
bactérias patogénicas sejam capazes de manterem rea¢Ges enzimaticas e possibilitar sua

persisténcia em infeccdes. Logo, os siderdforos sdo fatores de viruléncia essenciais na
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obtencdo desse substrato que viabiliza a sobrevivéncia de uropatégenos (WILSON et
al., 2017). Por meio das andlises feitas no presente estudo foi possivel verificar a maior
prevaléncia entre os genes de viruléncia avaliados, do sider6foro yersiniabactina
(FyuA), tanto em cées (46,61%), quanto em gatos (80%). Assim como em diversos
outros estudos, em veterinaria (JOHNSON et al.,, 2003; OSUGUI et al., 2014;
JOHNSON et al., 2017) e medicina humana (JOHNSON; STELL, 2000; CYOIA et al.,
2015; KARAM et al., 2018; DAGA et al., 2019).

Outros sistemas de aquisicao de ferro, identificado pelo gene iron e iutA, foram
0Ss proximos genes mais prevalentes entre as amostras de cdes, com a frequéncia de
46,61% e 38,09% respectivamente. De modo que 0 iron se apresentou na mesma
frequéncia do FyuA entre os isolados de gatos (80%), bem como o iutA esteve presente
em 40%. A maior prevaléncia desses genes que representam sistemas de aquisicdo de
ferro reforca a premissa de que os mesmos estdo em predominio entre as EXPEC,
conjuntamente com os genes de adesdo (LIU; THUNGRAT; BOOTHE, 2015).

Alguns estudos anteriores, em humanos, relataram haver relagdo entre a
presenca dos genes iutA e fyuA e os genes produtores de ESBL em E. coli
(ABDELMEGEED; BARWA; EL GALIL et al.,, 2015; LILLO et al., 2014). No
presente estudo ndo foi verificada essa relagdo, visto o reduzido nimero de cepas
identificadas como produtoras de ESBL, contudo esse dado deve ser mais explorado em
estudos posteriores, visto a grande importancia e prevaléncia desses genes entre 0s
isolados de UPEC.

Dos genes de viruléncia, os que foram testados relacionados a producdo de
toxinas e hemolisina incluiram hlyA e hlyF. Entre os isolados de ITU de cées, hlyF
esteve presente na frequéncia de 19,04% e de 40% entre os de gatos. De maneira similar
aos isolados de cdes, esse gene foi isolado em 20,8% de amostras isoladas de infecgbes
da corrente sanguinea por E. coli (DAGA et al., 2019), e em 19,8% dos isolados de
EXPEC, ambos de humanos. Ja o gene a-haemolisina (hlyA) ndo foi detectado em
nenhum dos isolados de ITU tanto em cées quanto em gatos, sendo que em estudos em
humanos variou entre os valores de 1,9% (LOPEZ-BANDA et al., 2014), 14,6%
(DAGA et al., 2019) e 18,75% (CYOIA et al., 2015).

Ja o gene Iss, responsavel pela proteina associada a resisténcia do soro
(JOHNSON et al., 2008), foi detectado em 28,57% dos isolados de cées, e em 40% de
gatos, com ITU. Prevaléncia semelhante & dos cées foi observada em estudo de EXPEC
humana, com frequéncia de 20% (CYOIA et al., 2015).
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As PAI’s mais prevalente entre os isolados de caes foram PAI IV 536, PAI
ICFT073 e PAI 11536, todas com a frequéncia de 23,81% cada entre os isolados de ITU
e 19,04% de PAI 1536. E entre os isolados de felinos, a mais frequente foi a PAI 1V 536
(80%), seguida pelas 1ICFT073 (40%) e PAI 1536 e PAI 11536, ambas com 20% de
frequéncia. Entre isolados de cées e gatos, o gene PAI 1J36 foi 0 menos incidente, com
um isolado positivo para cées e nenhum para gatos (Figura 3). Os dados apoiam estudos
precedentes, que também demonstraram alta prevaléncia do marcador PAI IV 536
(SABATE et al., 2006; MIDDENDORF et al., 2004; CYOIA et al., 2015; DAGA et al.,
2019) e baixa prevaléncia de PAI 1536 e PAI 1J96 (SABATE et al., 2006).

Figura 3 — Gel de agarose demonstrando o gene Irp2, responsdvel pela expressdo da ilha de
patogenicidade PAI 1563, por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Bp + DH5a - l1la 1b 2 3 4 5 6 7 8 93 9 10 11 12 13 14

Bp 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Legenda: Bp — padréo de peso molecular; (+) — controle positivo para o gene avaliado (Irp2) em questéo;
DH5a — cepa de controle negativo; (-) — égua, como controle negativo.
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De acordo com a classificacao filogenética o grupo de maior incidéncia avaliado
neste trabalho foi 0 B2, tanto em isolados de cées (42,85%), quando de gatos (60%). O
grupo desconhecido, com a frequéncia de cinco (23,09%), foi o segundo mais
prevalente nos isolados de cdes com ITU. Assim também identificado em gatos, com
40% dos isolados classificados no grupo desconhecido, também apresentando essa
mesma frequéncia o grupo F. Como ja comprovado na literatura, o grupo B2 é
responsavel por representar a maioria das cepas de E. coli UPEC, em cées e gatos
(JOHNSON et al., 2003; OSUGUI et al, 2014; HARADA et al., 2010; LIU;
THUNGRAT; BOOTHE, 2015; HUTTON et al., 2017). E também em humanos, no
entanto, havendo apenas divergéncia com relagdo aos outros grupos mais prevalentes
depois do B2, sendo ele o grupo D (LOPEZ- BANDA et al, 2004; RAHDAR et al.,
2015; JOHNSON et al., 2017; HUTTON et al., 2017). A distribuicdo dos genes de
viruléncia, ilhas de patogenicidade e classificacdo filogenética de acordo com o0s

isolados de E.coli de ITU avaliados podem ser verificados na Tabela 7.
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Tabela 7- Classificagdo das amostras de infeccdo urinaria por E. coli em cdes e gatos, com relagdo aos
genes de viruléncia e ilhas de patogenicidade e classificagdo filogenética.

Classificacao

Espécie  Isolados Genes de viruléncia Ilhas de patogenicidade . "
filogenética
2 IroN, ompT, Iss, iutA - Desconhecido
4 iutA, FyuA PAI 1\V536 B2
6 - - Desconhecido
7 FyuA PAI V536 Eouclad |
8 - - Desconhecido
PAI IV536, PAI IICFTO073,
%9a IroN, FyuA PAI 11536 B2
IroN, ompT, hlyF, Iss,
9% iutA, FyuA PAI IV 536 Clad I ou ll
10 IroN, iutA, FyuA PAI IV536 AouC
PAI IV536, PAI IICFTO073,
13 IroN, FyuA PAI 1536, PAI 11536 B2
14 - - AouC
15 o P PATIVE PAIISSS pal B2
Canina i
PAI 1V536, PAI 1536, PAI
16 IroN, FyuA 11536, PAI 1J36 B2
17 - PAI IICFTO073 B2
18 IroN, hlyF, iutA, FyuA PAI 1V536, PAI IICFT073 B2
20 ompT, Iss, FyuA PAI IV536 Eouclad |
23 Iss, - Eouclad |
24 - - Desconhecido
IroN, ompT, hlyF, Iss,
25 iUtA, FyuA PAI 1V536 AouC
26 FyuA PAI 1V536 B2
27 IroN, om|_oT, hlyF, Iss, - Desconhecido
iutA
PAI IV536, PAI IICFTO073,
28 FyuA PAI 1536, PAI 11536 B2
Espécie Amostra Genes de viruléncia Ilhas de patogenicidade C_Iasmﬂga_gao
S filogenética
IroN, ompT, hlyF. Iss,
la iUtA, FyuA PAI 1V536 B2
IroN, ompT, hlyF. Iss,
_ 1b iUtA, FyuA PAI 1V536 F
Felina 12 - - Desconhecido
PAI IV536, PAI IICFTO073,
19 IroN, FyuA PAI 1536, PAI 11536 B2
21 IroN, FyuA PAI 1V536, PAI IICFT073 B2

Entre os 21 isolados de ITU por E. coli em cées, 76,19% possuiam ao menos um

dos genes de viruléncia e ilhas de patogenicidade avaliados. Sendo que dos nove

isolados classificados no grupo B2, oito (88,90%) tinham ao menos um fator de
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viruléncia presente e todos possuiam ao menos uma ilha de patogenicidade. Além disso,
foi possivel constatar que a maioria (66,70%) dos isolados de cées, inclusos no grupo
B2 foram classificadas como sensiveis no teste de sensibilidade aos antimicrobianos. Da
mesma maneira, as amostras de ITU por E. coli de gatos, classificadas no grupo B2,
possuiam ao menos dois fatores de viruléncia e uma ilha de patogenicidade. E assim
como observado em cées, a maioria (66,7%) das amostras de gatos identificadas no
grupo B2, mostraram-se sensiveis a maior parte dos antibioticos testados. Osugui e
colaboradores (2014), em estudo similar ao presente relatado, tambem constatou por
meio da avaliacdo de EXPEC de cées e gatos que as amostras MDR foram identificadas,
em sua maioria, em grupos distintos ao grupo B2. Assim como observado em outros
estudos, em humanos (JOHNSON; STELL, 2000; DAGA et al., 2019). Tal como
observado em estudo em gatos com UPEC nos Estados Unidos, em que 84,6% das
amostras contidas no grupo B2 eram sensiveis (LIU; THUNGRAT; BOOTHE, 2015). E
igualmente em cdes, em que 67% dos isolados B2 demonstraram ser sensiveis
(WAGNER; GALLY; ARGYLE, 2014).

Com avaliacdo dos dados de ITU por E. coli, em cées e gatos do presente estudo,
a principio ndo houve identificacdo da relacdo entre a presenca de genes de viruléncia e
multirresisténcia, visto que essa caracteristica esteve presente tanto em isolados
multirresistentes quanto sensiveis aos antimicrobianos. Entretanto, entre os isolados
resistentes notou-se uma maior variedade dos genes de viruléncia pesquisados. De tal
modo que, em 41,70% dos isolados resistentes de cdes verificou-se a presenca de mais
de trés fatores de viruléncia, enquanto nos isolados sensiveis apenas 22,22%
apresentavam mais que trés fatores de viruléncia. Da mesma forma, em felinos, entre as
resistentes todas possuiam mais do que trés fatores de viruléncia, e dos isolados
sensiveis apenas 33,33% tinham essa diversidade de caracteristica. Na Medicina
Humana (SHAH et al., 2019; KARAM; HABIBI; BOUZARI, 2018) e também na
veterinaria (OSUGUI et al., 2014), observaram uma prevaléncia maior de MDR em
UPEC virulentas. E este achado possivelmente tenha relagdo com a presenca conjunta
de genes de resisténcia e fatores de viruléncia em elementos transferiveis de resisténcia,
como plasmideos e integrons (KOCZURA et al., 2012).

Houve também uma diversidade maior de ilhas de patogenicidade, todavia, entre
o0s isolados sensiveis, pois em cdes, 33,33% dos isolados sensiveis tinham mais do que
trés ilhas de patogenicidade, sendo de 16,66% essa frequéncia de ilhas entre os isolados

resistentes. E em felinos, somente entre as cepas sensiveis foi possivel verificar a
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frequéncia de 33,33%, de mais do que trés PAI’s caracterizadas. Este fendbmeno pode
estar relacionado com o fato de que muitos fatores de viruléncia estdo presentes em
PAI’s, ¢ alguns estudos relataram que a aquisi¢cdo de resisténcia a determinados
antimicrobianos podem causar a perda em regiées do cromossomo onde estdo presentes
essas ilhas de patogenicidade (CEPAS; SOTO, 2020).

Dentre os demais genes de viruléncia avaliados, pode-se inferir sobre uma
relacdo observada entre o iutA e a resisténcia a multiplos antimicrobianos, pois dos nove
isolados de cdes com ITU reagentes para tal gene, sete (77,8%) eram multirresistentes.
Assim como, dos cinco isolados de gatos, os dois multirresistentes foram positivos para
a presenca do gene iutA, enquanto os trés sensiveis ndo possuiam o0 mesmo. A
constatacdo dessa frequéncia mais alta desse gene em amostras MDR ja foi descrita em
estudo precedente (LIU; THUNGRAT; BOOTHE, 2015)

Os dois isolados de prostatite possuiam filogrupos distintos ao encontrado na
maioria das amostras de infeccdo de trato urinario em cédes e gatos, sendo eles, o
desconhecido em uma das amostras e A ou C em outra. Sendo que apenas um gene de
viruléncia (iutA) e uma ilha de patogenicidade (PAI 1V536) foram identificadas nas
amostras pertencentes ao grupo A ou C, ndo sendo identificada nenhuma dessas

caracteristica no outro isolado (Tabela 8).

Tabela 8 - Classificacdo filogenética das amostras de infec¢do prostética por E. coli em cées.

Amostras Genes de viruléncia llhas de patogenicidade Classificacao filogenética
5 - - Desconhecido
11 iutA PAI IV536 AouC

Hutton e colaboradores (2017), em sua analise, avaliaram trés amostras de
prostatite e também n&o encontraram associa¢do a nenhum gene de viruléncia, contudo,
assim como nosso estudo, a avaliacdo foi feita com um namero amostral muito restrito.
Em humanos, houve a verificacdo de uma associacdo a alguns genes de viruléncia,
como hemolisina, cnfl e fimbrias P (ANDREU et al., 1997). Assim como estudo, que
constatou que isolados de E. coli de prostatite exibiram mais fatores de viruléncia que
os isolados de cistite, sugerindo que amostras isoladas do trato urindrio possam ser
menos virulentas do que aquelas que migram para a prostata. No entanto, ndo houve
variacdo significativa entre os grupos filogenéticos entre amostras de cistite e prostatite
(JOHNSON et al., 2005).
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5 CONCLUSAO

As cepas de EXPEC de cées e gatos, assim como as cepas de E. coli de prostatite
avaliadas apresentaram semelhancas filogenéticas com isolados de humanos, além de
altas porcentagens de resisténcia aos antimicrobianos. Este dado reforca a evidéncia do
risco de disseminagdo de cepas multirresistentes entre humanos e animais, e iSSO
representa um risco significativo para a satde publica, ainda mais por grande parte delas
serem cepas multirresistentes.

E mesmo que o numero de amostras avaliadas ndo tenha sido expressivo, este
estudo fornece informacdes Uteis e importante sobre a distribuicdo filogenética,
identificacéo fenotipica de ESBL e AmpC em UPEC.

Este estudo reforca a necessidade de monitoramento das taxas de resisténcia
antimicrobiana locais, pois por meio deste dado podemos orientar as praticas de uso
dessa classe de farmacos. E também o estudo da viruléncia e resisténcia aos antibidticos
as diversas cepas de Escherichia coli, desde comensais até patogénicas (intestinais e
extra-intestinais), € de capital importancia no desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos. Sendo que o conhecimento entre a correlacdo entre fatores de viruléncia e
a multirresisténcia poderia auxiliar na compreensdo de pacientes com infecgéo do trato

urinério, reduzindo o uso improéprio de antibidticos.
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RESUMO

Escherichia coli, além de ser um importante comensal da microbiota intestinal, existem
cepas capazes de causar infecgBes em outros sitios. E tem se observado uma frequéncia
cada vez maior de bactérias multirresistentes. Diante disso, o presente trabalho teve por
objetivo isolamento, identificacdo de perfis de resisténcia antimicrobiana, genes de
viruléncia e de grupos filogenéticos entre cepas de E.coli, de infec¢do de trato urinario.
Sendo possivel identificar alta prevaléncia de cepas multirresistentes das cepas de
infecgdo de trato urinéria, em 66,67% dos isolados de cdes e 40% de gatos. Dos fatores
de viruléncia, houve alta prevaléncia dos genes FyuA, iutA, Iss, ompT e hlyF, tanto em
cdes como em gatos com infeccdo de trato urinario. No tocante, classificacdo
filogenética, o grupo B2 foi o mais frequente tanto em isolados de cées (42,85%) quanto
em gatos (60%) com infeccdo de trato urinario. Nas amotras de prostatite 0 grupo
desconhecido e A ou C puderam ser observados. Pode-se constatar que houve
semelhanga do presente trabalho com outros, tanto em medicina veterindria quanto
medicina humana, além de altas porcentagens de resisténcia. Este dado reforga o risco
de disseminacdo de cepas multirresisstentes entre animais de companhia e humanos,

sendo um risco potencial para saude publica.

Palavras-chave: Bactéria, multirresisténcia, viruléncia.
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1 INTRODUCAO

Escherichia coli (E.coli) € um micro-organismo versatil, pois embora seja um
importante comensal da microbiota intestinal normal, existem cepas capazes de causar
infeccdes (BELANGER et al., 2011; RILEY, 2014). E. coli patogénica extraintestinal
(EXPEC) representa um grupo importante, que causa diversas afeccdes tanto em animais
quanto humanos, incluindo infec¢des de trato urinario (ITU’s), meningite e septicemia
(BELANGER et al., 2011).

E. coli uropatogénica (UPEC), que acomete o trato urinario, difere das cepas
intestinais pelos seus genes de viruléncia, permitindo uma transicdo bem sucedida do
trato intestinal para o trato urinario (QEKWANA et al., 2018). Estes genes incluem
componentes estruturais de superficie, como adesinas e fimbrias, toxinas, hemolisinas,
mecanismos para a subversdo das defesas do hospedeiro, e multiplos sistemas de
aquisicdo de ferro (LUO et al., 2012; TERLIZZI; GRIBAUDO; MAFFEL, 2017). As
ilhas de patogenicidade (PAI’s) sdo elementos genéticos moveis que carregam grupos
de genes de viruléncia (SABATE et al., 2006).

Essas cepas de EXPEC pertencem principalmente aos grupos filogenéticos B2 e
D, diferenciando das cepas comensais, que estdo em sua maior parte inclusas nos grupos
A e B1 (OSUGUI et al., 2014; RAEISPOUR; RANJBAR, 2018).

H4& evidéncias de que o contato direto entre humanos e animais de companhia
pode levar a transmissdo interespecifica de bactérias patogénicas, incluindo cepas com
resisténcia antimicrobiana. (MARTINS et al., 2013; CUMMINGS, APREA, ALTIER,
2015).

O uso de técnicas moleculares auxilia na coleta de evidéncias crescentes de que
0s animais podem constituir um reservatorio de EXPEC, sendo dessa forma uma ameaca
a satde humana (BELANGER et al., 2011).

Diante disso, o objetivo deste estudo foi o isolamento e a identificacdo dos perfis de
resisténcia antimicrobiana, genes de viruléncia, ilhas de patogenidade e grupos

filogenéticos entre cepas de E. coli isoladas de ITU’s de cdes e gatos.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Isolados e isolados bacterianos
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Cepas de E. coli foram isoladas da urina de 25 pacientes (21 caes e 4 gatos) com
ITU, coletada pelos médicos veterindrios do Hospital Veterindrio da Universidade
Estadual de Londrina (HV-UEL), no periodo de 2015 a 2020, com intuito de apoiar o
diagnostico e conduta terapéutica. Apos o isolamento e identificacdo de E. coli de urina,
os isolados foram acondicionados em recipientes estéreis e mantidos refrigerados, em
meio de cultura Brain Heart Infusion (BHI) (Difco®) mais 20% de glycerol (Sigma®) a
-80°C, no laboratério de microbiologia do HV-UEL. E posteriormente processados no
laboratdrio de Microbiologia do Centro de Ciéncias Bioldgicas da UEL (CCB-UEL),
onde foi realizada a identificacdo das colénias em agar Mac Conkey e a confirmacéo
bioquimica das cepas. E posteriormente teste de sensibilidade aos antimicrobianos,
deteccdo de genes de viruléncia, ilhas de patogenicidade e classificacdo filogenética por

meio da reacdo em cadeia da polimerase.

2.2 Teste de sensibilidade aos antimicrobiana

O teste de sensibilidade antimicrobiana dos isolados de E.coli foi processado
pelo uso do método de difusdo em disco, em &agar Mueller-Hinton, de acordo com
protocolo do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). Foram testados os
antimicrobianos: amoxicilina com clavulanato de potassio, aztreonam, ampicilina,
cefalotina, cefotaxima, cefepime, cefoxitina, ceftriaxona, ciprofloxacina, cloranfenicol,
enrofloxacina, gentamicina, imipenem, nitrofurantoina, sulfametaxazol+trimetoprim,
tetraciclina.

Para determinar os perfis de sensibilidade dos isolados seguiram-se 0s
procedimentos do CLSI para classificagdo (CLSI 2007, CLSI 2011, CLSI 2010). E a
identificagdo de cepas B-lactamases de espectro estendido (ESBL) foi feita por meio do
teste de sinergia de disco duplo, conforme descrito pelas diretrizes do CLSI. A detecgéo
de B-lactamases do tipo AmpC néo séo padronizados pelo CLSI, mas foram baseados na
sensibilidade as cefamicinas (cefoxitina) e resisténcia a todos os inibidores de f-

lactamases.

2.3 Deteccdo dos genes de viruléncia por meio da reacdo em cadeia da

polimerase (PCR)
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Foi realizada a pesquisa de sete genes de viruléncia. Dentre eles: iroN (receptor
de sideroforo de salmochelina), ompT (protease epissomal da membrana externa), hlyF
(hemolisina aviéria putativa), Iss (epissomal de sobrevida sérica aumentada), iutA
(receptor de sideréforo de aerobactina), hlyA (alfa-hemolisina) e FyuA (receptor de
sideroforo de yersiniabactina). A amplificacio do DNA bacteriano foi realizada
utilizando 2,5 pl de sobrenadante em 12,5 pl de mistura de reagéo, que continha 1,2 U
Taqg polimerase (Invitrofen®), 2,5 mM de MgCI2, tampéo de PCR 10X (Invitrogen®) e
os iniciadores necessarios. Em seguida, dez microlitros de cada mistura da reagdo foi
submetido a eletroforese em gel de agarose a 2%, seguido de coloracdo com 1 pl de gel
Red 20x (Biotium®) (1:500) e feita a visualizagdo em transiluminador UV. E dessa
forma uma escala de DNA de 1 Kb (Invitrogen®) foi corrida em cada gel.

2.4 Deteccdo de ilhas de patogenicidade (PAI)

Foram analisadas cinco PAI’s por meio da reacdo em cadeia da polimerase
(PCR): PAI IV536, PAI IICFTO073, PAI 1 536, PAI 11536 e PAI 1J96. Os isolados foram
submetidos @ PCR em um termociclador (Applied Biosystems®) com temperatura de

hibridacdo de 55°C conforme utilizado por Sabaté e colaboradores (2006).

2.5 Classificacdo filogenética

Os isolados de E.coli foram classificados sete grupos filogenéticos (A, B1, B2,
C, D, E e F) e um correspondente a E. coli clade I, com base na presenca dos genes
chuA, yjaA e arpA e um fragmento de DNA (TSPE4.C2), detectados pelo método PCR
(CLERMONT et al., 2013).

3 RESULTADOS

3.1 Caracteristicas clinico-epidemioldgica

Um total de 26 isolados de ITU’s causadas por E. coli foram analisadas ao longo

do estudo. Estes foram provenientes de amostras de urina de 23 pacientes (21 cées e 4
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gatos), visto que, em dois isolados foi possivel identificar duas cepas E. coli distintas do
material coletada do mesmo animal. Além disso, em um paciente houve a coleta de
urina e isolamento de E.coli em dois momentos distintos para acompanhamento de seu

tratamento.

3.2 Sensibilidade aos antimicrobianos

Dos isolados de E. coli de cdes houve alta taxa de resisténcia a cefalotina
(90,4%), enrofloxacina (61,90%), de forma que sulfazotrim, cloranfenicol e
ciprofloxacina apresentaram todos a mesma frequéncia (57,14%). Ampicilina e
tetraciclina tiveram frequéncia de resisténcia de 52,38%, amoxiciclina com clavulanato
de potassio foi resistente em 42,85% dos isolados, ceftriaxona em 38,09%, cefotaxina
em 33,33% e ao aztreonam e cefoxitina 28,57% das isolados. Ja gentamicina
demonstrou ser resistente em 23,80% dos isolados, seguida por cefepime (14,28%). E
por fim, imipenem e nitrofurantoina ndo demonstraram resisténcia a nenhuma das
isolados avaliadas (Gréfico 1). Por meio dessa analise, 66,67% dos isolados de cées
puderam ser classificadas como resistentes a multiplos farmacos (MDR). Além disso,
pode-se constatar que 9,52% desses isolados puderam ser classificados como ESBL
(Figura 1).

Figura 1 - Teste de sensibilidade antimicrobiana em placas de 4gar Mueller-Hinton, em que se é possivel
identificar fenotipicamente uma cepa ESBL (placa a esquerda), pelo teste de disco combinado, por meio
da distor¢do do halo ao redor do disco B —lactdmico (amoxicilina com clavulanato de potéssio) (centro da

placa (#)). E outra cepa multirresistente (MDR) (a direita), reconhecidas, em testes precedentes, como
Escherichia coli urinaria (UPEC), ambas de um mesmo portador canino.

Fonte: SOARES, M. T.
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Os antibidticos mais resistentes entre os isolados de gatos foram cefalotina e
ciprofloxacina, ambos com a frequéncia de 60%. Os demais antibidticos (ampicilina,
aztreonam, amoxicilina com clavulanato de potassio, cefotixina, ceftriaxona, cefepime,
enrofloxacina, gentamicina, sulfazotrim, cloranfenicol e tetraciclina) foram resistentes
em 40% dos isolados (Gréfico 1). De modo que, imipenem e nitrofurantoina foram
sensiveis em todos isolados. Sendo que 40% isolados puderam ser classificados como
MDR.

Grafico 1 — Prevaléncia de resisténcia aos antimicrobianos entre os isolados de E.coli de ITU em cées e

gatos, atendidos, atendidos no Hospital Veterinario da Universidade Estadual de Londrina (HV-UEL), no
periodo de 2015 a 2020.
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3.3 Distribuicdes de fatores de viruléncia e ilhas de patogenicidade

A caracterizacdo genotipica dos isolados demostrou que nem todos
apresentavam genes que codificam os fatores de viruléncia avaliados. Dos 21 isolados
de cdes, 76,19% possuia ao menos um dos genes de viruléncia. Ja dos cinco isolados de
felinos, 80% apresentaram ao menos um dos genes. De maneira que 0 gene FyuA,
apresentou alta frequéncia tanto nos isolados de cdes como de gatos, 61,90% e 80%,
respectivamente. E, em felinos, o gene Iron, esteve também com a mesma frequéncia do
gene FyuA (80%), ja em cdes, ele esteve presente em 46,61% dos isolados. Os demais
genes pesquisados, em cdes, iutA, Iss, ompT, hlyF, estiveram presentes em 38,09%,

28,57%, 23,80% e 19,04%, respectivamente. E em felinos, os demais genes, iutA, Iss,
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ompT, hlyF estiveram presentes com a mesma frequéncia de 40% nos isolados avaliados
(Figura 2).

Figura 2 — Gel Gel de agarose demonstrando os genes de viruléncia IroN, hlyF, ompT e Iss dos isolados
1a & 28 e iutA dos isolados 23 a 28, por meio da rea¢do em cadeia da polimerase (PCR).

M. W™ T4 8 1Y o Wt W g fath I 3 ¢ S 8 7 8 %W 0N 121

[
E

-+

» 16 97 WY W N

AN N AT e A e aeassen aaaaey  DP Lo B MBI _cBp ¢ A N %N 2 28

Pb10 17 18 W7 W 19 20 9 B

] -
Legenda: 2. Identificacdo de genes de viruléncia por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), em
gel de agarose. Pb — padrédo de peso molecular; (+) — controle positivo para o gene avaliado em questéo; (-
) — é&gua, como controle negativo. A) Identificagdo do gene IroN nas isolados de 1a a 22. B) Identificacéo

do gene hlyF nas isolados de 1a a 22. C) ldentificacdo dos genes ompT, Iss das isolados de 1 a 22. D)
Identificacdo dos genes iroN, Iss, ompT, iutA e hlyF das isolados 23 a 28.

As PAI’s que mais se destacaram entre os isolados de cdes foram a PAI IV 536
(Figura 3), PAI ICFT073 e PAI 11536, presentes em 23,81% dos isolados, seguida pela
PAI 1536 (19,04%) e PAI 1J36 (9,52%). Em felinos, a PAI mais prevalente foi a PAI
V536, com 80% dos isolados positivos, seguida pela PAI ICFT073 (40%), e PAI 1536
e PAI 11536 , ambas presentes em 20% dos isolados. Sendo que o gene PAI 1336 néo

esteve presente em nenhum desses isolados de gatos.
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Figura 3 — Gel de agarose demonstrando o gene Irp2, responsavel pela expressdo da ilha de
patogenicidade PAI 1563, por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).

Bp + DH5a - 1a 1b 2 9a 9b 10 11 12 13 14

Bp 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28

Legenda: Bp — padrdo de peso molecular; (+) — controle positivo para o gene avaliado (Irp2) em questéo;
DH5a — cepa de controle negativo; (-) — agua, como controle negativo.

3.4 Classificacdo filogenética

O grupo filogenético mais frequente foi o B2, em 42,85% dos isolados de cées e
60% dos gatos. O segundo mais prevalente, em cdes foi o grupo filogenético
desconhecido, presente em 23,09% dos isolados. Sendo que em gatos, 0 grupo
filogenético desconhecido também foi identificado (40%), assim como, o grupo F
(40%).

Em cées, além dos grupos acima citados, foi possivel constatar 14,28% isolados
pertencentes ao grupo E ou Clad I, e na mesma frequéncia também o A ou C. Ja o grupo
filogenético Clad I ou Il foi identificado em apenas 4,76% dos isolados.

4 DISCUSSAO

4.1 Caracteristicas clinico-epidemiologicas
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No presente estudo, dos 23 pacientes com infeccdo do trato urinario, 82,6% eram
caes e 17,4% gatos. Essas afecgdes costumam ser mais frequentes em cédes do que em
gatos (NELSON; COUTO, 2015; LEOMIL; BURGOS, 2015). O fato da baixa
ocorréncia de infeccOes bacterianas em gatos pode ter relagdo com algumas
caracteristicas fisiologicas desses individuos, como seus mecanismos locais de defesa.
(LEOMIL; BURGOS, 2015).

4.2 Sensibilidade aos antimicrobianos

Houve alta taxa de resisténcia aos antibidticos cefalotina, enrofloxacina,
sulfazotrim, cloranfenicol, ciprofloxacina, ampicilina e tetraciclina em mais da metade
dos isolados de cées. Sendo que em felinos cefalotina e ciprofloxacina apresentaram
maior frequéncia entre os isolados. Estudos recentes (CUMMINGS, APREA, ALTIER,
2015; MARQUES et al., 2018 ) relatam um aumento da resisténcia a fluorquinolonas
(COHN et al., 2003; HARADA et al., 2010), assim como cefalosporinas (DAZIO et al.,
2021). Na pratica clinica, por vezes, essas classes de antimicrobianos sdo utilizadas com
frequéncia em infeccBes de trato urinario, assim como a sulfametoxazol+trimetroprim,
que inclusive é recomendada como farmaco de primeira escolha para tratamento de ITU
(WEESE et al., 2019).

Todos isolados de cées e gatos foram sensiveis a imipenem e nitrofurantoina.
Em outros estudos também houve sensibilidade total ao imipenem (ASLANTAS;
YILMAZ, 2017; HUANG, KUAN, YEH, 2020) e nitrofurantoina (KOGIKA et al.,
1995), em isolados de E. coli oriundos de ITU de cées e gatos. Dados esses tambem
encontrados na medicina humana (TERLIZZI; GRIBAUDO MAFFEI, 2017;
RAEISPOUR; RANJBAR, 2018).

Foi possivel constatar que mais da metade dos isolados de cées puderam ser
classificados como MDR e 40% dos isolados de gatos. Outros estudos realizados
verificaram 0 aumento da resisténcia antimicrobiana em cées e gatos (HARADA et al.,
2010; OSUGUI et al., 2014; MARQUES et al., 2018). Diversos podem ser os fatores
relacionados a presenca MDR entre os isolados, dentre eles, o fato de grande parte dos
pacientes em questdo terem histérico de tratamento com antimicrobianos sistémicos
precedentes. Outros estudos puderam tambeém constatar que esse € um fator de risco
importante para o desenvolvimento de micro-organismos multirresistentes (TUERENA
etal., 2016; SAPUTRA et al., 2017; KARKABA et al., 2019; DAZIO et al., 2021).
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Por meio do teste de sinergia de disco duplo, 9,52% dos isolados de cées foram
identificados como ESBL e baseado na sensibilidade as cefamicinas e resisténcia aos
inibidores de B-lactamases, 19,05% lactamases do tipo AmpC. Ja em felinos nenhum
dos isolados foi identificado como ESBL e nem como AmpC. A prevaléncia global de
E.coli ESBL foi avaliada em 6,87% em cdes e 5,04% em gatos (SALGADO-CAXITO
et al, 2021). Em outro estudo, além do tratamento anterior com antimicrobiano, outros
fatores citados como responséveis pelo surgimento de E. coli ESBL ou AMPC, foram
contato frequente com clinicas veterinarias e viagens internacionais (KARKABA et al.,
2019).

Em um estudo feito por Toombs-Ruane e colaboradores (2020), por meio da
analise do genoma de E.coli em 11 domicilios, foi possivel identificar a mesma cepa de
E. coli produtora de ESBL/AmpC entre cdes e membros da familia com ITU. Assim
como, Ljungquist e colaboradores (2016), em que cepas idénticas de Enterobacteriaceae
ESBL puderam ser isoladas de humanos e cdes que coabitam ambientes domésticos.
Logo, possivelmente hd uma transmissdo entre humanos e caes e gatos de EXPEC, o que

evidencia o risco para saude publica.

4.3 Fatores de viruléncia, ilhas de patogenicidade e classificacao filogenética

O ferro tem importancia significativa para a vida de grande parte dos
organismos, sendo indispensavel para que as bactérias patogénicas persistam em
infeccdes (WILSON et al., 2017). A maior prevaléncia entre os genes de viruléncia
avaliados foi do sideréforo yersiniabactina (FyuA), tanto em cdes (46,61%), quanto em
gatos (80%). Assim como em diversos outros estudos, em veterinaria (OSUGUI et al.,
2014; JOHNSON et al.,, 2017) e na medicina humana (JOHNSON; STELL, 2000;
CYOIAcetal., 2015; KARAM et al., 2018; DAGA et al., 2019).

Outros sistemas de aquisicdo de ferro, gene Iron e iutA, estiveram presentes
entre os isolados de caes na frequéncia de 46,61% e 38,09% respectivamente. De modo
que o Iron se apresentou na mesma frequéncia do FyuA entre os gatos (80%), bem como
0 iutA esteve presente em 40% dos isolados. A maior prevaléncia desses genes reforca a
premissa de que eles estdo em predominio entre as EXPEC, conjuntamente com 0s
genes de adesdo (LIU; THUNGRAT; BOOTHE, 2015).

Os genes de aderéncia sdo indispensaveis para o estabelecimento das infeccdes.
Neste estudo avaliamos a presenca da proteina de membrana externa (Omps). Entre os
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isolados de cédes, 23,80% possuiam 0 gene gque expressa essa proteina, e entre os de
gatos, 40%. Similarmente aos dados observados em cées, outros estudos em humanos
encontraram a frequéncia de expressdo de OmpT de aproximadamente 20% (CYOIA et
al., 2015; DAGA et al., 2019)

Com relacdo aos genes relacionados a producdo de hemolisina, entre os isolados
de cdes, hlyF esteve presente na frequéncia de 19,04% e entre os gatos 40%. De maneira
similar aos cées, esse gene foi observado em 20,8% de isolados de infec¢des da corrente
sanguinea por E. coli (DAGA et al., 2019), e em 19,8% dos isolados de EXPEC
(LOPEZ-BANDA et al., 2014), ambos de humanos. J4 o gene a-haemolisina (hlyA) ndo
foi detectado em nenhum dos isolados de ITU tanto em cées quanto em gatos, sendo
que estudos em humanos variou entre os valores de 1,9% (LOPEZ-BANDA et al.,
2014), 14,6% (DAGA et al., 2019) e 18,75% (CYOIA et al., 2015).

Ja o gene Iss, responsavel pela proteina associada a resisténcia do soro
(JOHNSON et al., 2008), foi detectado em 28,57% dos isolados de caes, e em 40% dos
gatos, com ITU. Prevaléncia semelhante a dos cées foi observada em estudo de EXPEC
humana, com frequéncia de 20% (CYOIA et al., 2015).

As ilhas de patogenicidade mais prevalente entre os isolados de cdes foram PAI
IV 536, PAI ICFT073 e PAI 11536, com a frequéncia de 23,81% e 19,04% de PAI 1536,
respectivamente. E em felinos, a mais frequente foi a PAI 1V 536 (80%), seguida pelas
IICFTO073 (40%) e PAI 1536 e PAI 11536, ambas com 20% de frequéncia. Entre os
isolados de cédes e gatos, o gene PAI 1J36 foi o menos incidente. Os dados apoiam
estudos precedentes, que também demonstraram alta prevaléncia do marcador PAI IV
536 (SABATE et al., 2006; CYOIA et al., 2015; DAGA et al., 2019) e baixa
prevaléncia de PAI 1536 e PAI 1J96 (SABATE et al., 2006).

De acordo com a classificacdo filogenética o grupo de maior incidéncia avaliado
neste trabalho foi 0 B2, tanto em cées (42,85%), quando entre os gatos (60%). Como ja
comprovado na literatura, o grupo B2 € responsavel por representar a maioria das cepas
de E. coli UPEC, em cdes e gatos (OSUGUI et al, 2014; HARADA et al., 2010; LIU;
THUNGRAT; BOOTHE, 2015; HUTTON et al., 2017) e em humanos (LOPEZ-
BANDA et al, 2004; RAHDAR et al., 2015; JOHNSON et al., 2017; HUTTON et al.,
2017).

Entre os isolados de cdes, 76,19% possuiam ao menos um dos genes de
viruléncia e PAI’s avaliados. Sendo que dos isolados classificados no grupo B2, 88,90%

tinham ao menos um fator de viruléncia presente e todos possuiam ao menos uma PAl.
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Além disso, foi possivel constatar que a maioria (66,70%) das isolados de cées, inclusos
no grupo B2 foram classificadas como sensiveis no teste de sensibilidade aos
antimicrobianos, assim como os isolados de gatos (66,7%). Osugui e colaboradores
(2014) também constataram por meio da avaliacdo de EXPEC de cées e gatos que 0s
isolados MDR foram observados, em sua maioria, em grupos distintos ao grupo B2.
Assim como verificado em outros estudos, em humanos (JOHNSON; STELL, 2000;
DAGA et al., 2019). Assim como em estudo feito com gatos com UPEC nos Estados
Unidos, em que 84,6% dos isolados contidos no grupo B2 eram sensiveis (LIU;
THUNGRAT; BOOTHE, 2015). E igualmente em cées, em que 67% dos isolados B2
demonstraram ser sensiveis (WAGNER; GALLY; ARGYLE, 2014).

Entre os isolados resistentes notou-se uma maior variedade dos genes de
viruléncia pesquisados. De tal modo que, em 41,70% das isolados resistentes de caes
notou-se mais de trés fatores de viruléncia, enquanto nas isolados sensiveis apenas
22,22% apresentavam mais que trés fatores de viruléncia. Da mesma forma, em felinos,
entre os resistentes todos possuiam mais do que trés fatores de viruléncia, e os isolados
sensiveis apenas 33,33% tinham essa diversidade de caracteristica. Na Medicina
Humana (SHAH et al., 2019; KARAM; HABIBI; BOUZARI, 2018) e na veterinaria
(OSUGUI et al., 2014), observaram uma prevaléncia maior de MDR em UPEC
virulentas. E este achado possivelmente tenha relacdo com a presenca conjunta de genes
de resisténcia e fatores de viruléncia em elementos transferiveis de resisténcia, como
plasmideos e integros (KOCZURA et al., 2012).

Houve também uma diversidade maior de PAI’s, todavia, entre os isolados
sensiveis, pois em cdes 33,33% dos isolados sensiveis tinham mais do que trés ilhas de
patogenicidade, sendo de 16,66% essa frequéncia de ilhas entre os isolados resistentes.
E em felinos, somente entre as cepas sensiveis foi possivel verificar a frequéncia de
33,33% de mais do que trés PAI’s caracterizadas. Este fendmeno pode estar relacionado
com o fato de que muitos fatores de viruléncia estdo presentes em PAI’s, e alguns
estudos relataram que a aquisicdo de resisténcia a determinados antimicrobianos podem
causar a perda em regides do cromossomo onde estdo presentes essas ilhas de
patogenicidade (CEPAS; SOTO, 2020).

Dentre 0os demais genes de viruléncia avaliados, pode-se inferir sobre uma
relacdo observada entre o iutA e a resisténcia a maltiplos antimicrobianos, pois dos
isolados de cées reagentes para tal gene, 77,8% eram multirresistentes. Assim como,
dos isolados de gatos, os multirresistentes foram positivos para o0 gene iutA. A
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constatacdo dessa frequéncia mais alta desse gene em isolados MDR ja foi descrita em
estudo precedente (LIU; THUNGRAT; BOOTHE, 2015)

5 CONCLUSAO

As cepas de EXPEC de cées e gatos avaliadas apresentaram semelhancas
filogenéticas com isolados de humanos, além de isolados multirresistentes. Este dado
reforca a evidéncia do risco de disseminacdo de cepas multirresistentes entre humanos e
animais.

E mesmo que o numero de isolados avaliadas ndo tenha sido expressivo, este
estudo fornece informacdes Uteis e importante sobre a distribuicdo filogenética,
identificacdo fenotipica de ESBL ¢ AmpC em UPEC’s.

Este estudo reforca a necessidade de monitoramento das taxas de resisténcia
antimicrobiana locais, pois por meio disso podemos orientar as praticas de uso dessa
classe de farmacos. E o estudo da viruléncia e resisténcia aos antibioticos as diversas
cepas de E. coli, desde comensais até patogénicas é de capital importancia no
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos. Sendo que o conhecimento entre a
correlacdo entre fatores de viruléncia e a multirresisténcia poderia auxiliar na
compreensdo de pacientes com infeccdo do trato urinario, reduzindo o uso improprio de

antibidticos.
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Resumo: Doencas zoongticas sdo infec¢des transmitidas entre os humanos e
outros animais. E embora as doengas em humanos parecam ser uma
preocupacdao isolada, grande parte é causada por agentes zoonadticos. Nesse
cenario, em que had um contato cada vez mais proOXimo entre os animais de
companhia e seus proprietarios, a bactéria Escherichia coli (E.coli) se destaca,
pelo fato de que além de ser uma bactéria comensal do trato intestinal de
diversos animais, € uma das causas mais frequentes de diversas infecces
bacterianas. E estudos recentes apontam que o0 contato entre humanos e
animais possa contribuir para a transmisséo entre espécies de cepas de E.coli
produtores de B-lactamases de espectro estendido (ESBL) e lactamases do
tipo AmpC, que sdo cepas resistentes a multiplos antimicrobianos
(multirresistentes). Contudo, mais estudos s80 necessarios para que essa
suposicdo seja confirmada. Diante desse fato, a revisdo aborda o potencial
zoonoético da E.coli a partir de pesquisas relacionadas com o achado de cepas

patogénicas em animais e humanos.

Unitermos: Zoonoses, bactéria, multirresisténcia.

Abstract: Zoonotic diseases are infections transmitted between humans and
other animals. And while disease in humans appears to be an isolated concern,
much of it is caused by zoonotic agents. In this scenario, in which there is ever
closer contact between pets and their owners, the Escherichia coli (E.coli)
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bacteria stands out, because in addition to being a commensal bacteria in the
intestinal tract of several animals, it is one of the most common causes of
several bacterial infections. And recent studies indicate that contact between
humans and animals can contribute to the transmission between species of E.
coli strains that produce extended-spectrum B-lactamases (ESBL) and AmpC-
type lactamases, which are resistant to multiple antimicrobials (multiresistant).
However, more studies are needed for this assumption to be confirmed. Given
this fact, the review addresses the relevance of this microorganism in infections
from dogs and cats, thus highlighting its zoonotic potential.

Keywords: Zoonoses, public health, bacteria, multidrug resistance.

Resumen: Las enfermedades zoondéticas son infecciones transmitidas entre
humanos y otros animales. Y aunque la enfermedad en los seres humanos
parece ser una preocupacion aislada, gran parte de ella es causada por
agentes zoonoticos. En este escenario, en el que existe un contacto cada vez
mas estrecho entre las mascotas y sus duefios, destaca la bacteria Escherichia
coli, que ademas de ser una bacteria comensal en el tracto intestinal de varios
animales, es una de las causas mas frecuentes de varias infecciones
bacterianas. Y estudios recientes indican que el contacto entre humanos y
animales puede contribuir a la transmisién entre especies de cepas de E. coli
que producen B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y lactamasas de tipo
AmpC, que son resistentes a multiples antimicrobianos (multirresistentes). Sin
embargo, se necesitan mas estudios para confirmar esta suposicién. Ante este
hecho, la revision aborda la relevancia de este microorganismo en infecciones
de perros y gatos, destacando asi su potencial zoonatico.

Palabras clave: Zoonosis, salud publica, bacterias, multirresistencia.

Introducéo

Doencas zoonoticas sdo infec¢gbes que podem ser transmitidas
naturalmente de outros animais vertebrados para humanos ou de humanos

para outros animais vertebrados 1.
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As melhorias em vigilancia e no diagnostico de doencas tiveram como
consequéncia um aumento no reconhecimento de doengas zoondéticas
emergentes. Além disso, mudancas no estilo de vida e contatos mais proximos
entre humanos e animais de companhia causaram ressurgimento de infeccdes
bacterianas. Os animais de companhia sdo tratados cada vez mais como
membros da familia, e estes tém muitas bactérias que podem infectar seus
proprietarios!. Espécies de animais de estimacdo, de producdo e seres
humanos compartilham muito de sua histdria evolutiva, e por consequéncia,
podem atuar como hospedeiros de microrganismos patogénicos, que podem
facilmente ser transmitidos de uma espécie para outra 2. Como 0s animais de
companhia partilham o mesmo ambiente com pessoas, em relagdes cada vez
mais estreitas, e podem ser portadores de microrganismos patogénicos para o
Homem, h& necessidade de identificacdo do papel dos animais como fonte de
infecgbes zoonoticas 3.

Escherichia coli é o microrganismo comensal do trato gastrointestinal de
humanos e outros animais, e uma das causas mais frequentes de diversas
infeccdes bacterianas *. E esse fato se agrava diante de estudos recentes que
apontam que o0 contato entre humanos e animais de estimacdo possa
contribuir para a transmissao de cepas de E. coli, dentre elas as conhecidas
por bactérias produtoras de [B-lactamases de espectro estendido (ESBL) e
carbapenemases, que sdo cepas resistentes a multiplos antimicrobianos
(multirresistentes) “>°. A espécie E. coli é particularmente complexa, visto que
tem se diversificado em comensais da microbiota intestinal e cepas
patogénicas, divididas em dois principais grupos patogénicos: diarreiogénicas
(DEC) e extraintestinais (EXPEC), de forma que algumas cepas poderiam
apresentar potencial zoonético ’. Visto a sua eventual incidéncia sob a satde
publica, essa revisdo aborda a possivel participacdo desse microrganismo em
infeccbes procedentes de caes e gatos, com destaque assim ao seu potencial

zoonotico.

1 Escherichia coli

Escherichia coli € uma bactéria comensal da microbiota intestinal de

diversos animais, inclusive humanos #°. Contudo, existem cepas que podem
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causar doencas tanto em humanos, quanto em outros mamiferos e aves. E
dentre as cepas patogénicas had aquelas que causam doencas intestinais e
outras que sdo extraintestinais, com base no sitio de infec¢cdo. As formas
patogénicas de E. coli intestinais, causam principalmente diarreia, em maior ou
menor gravidade, e os patoétipos estdo divididos entre E. coli enterotoxigénica
(ETEC), enteropatogénica (EPEC), enteroinvasiva (EIEC), enteroagregativa
(EAEC) e enterohemorragica (EHEC), de forma que este Ultimo pode causar

uma doenca mais grave, a sindrome hemolitico-urémica (SHU) 1%,

1.1 Escherichia coli extraintestinal

Um grupo importante é E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC), em
humanos causa infeccdo de trato urinario (ITU), septicemia ou meningite em
recém-nascidos, bem como infeccfes de trato urinario ou doenca sistémica em
muitos animais °*!. Tanto essas cepas patogénicas humanas como de outros
animais compartilham origens genéticas comuns **.

E. coli € uma das principais causas de infec¢des urinarias tanto em cées,

quanto em humanos 2314,

Ha evidéncias de que, embora pouco se
compreenda sobre a estrutura populacional de E. coli que causa ITU em caes,
estes possam compartilhar cepas comensais com humanos **.

J4 em felinos, a infeccdo de trato urinario € uma doenca menos
frequente, contudo, a bactéria E.coli também é o agente mais comumente
isolado de gatos com ITU *°. E assim, da mesma forma, apesar de haver menor
prevaléncia, devido a crescente interagdo entre gatos e humanos, o risco de
transmissdo entre espécies deve ser considerado e conferido devida
importancia *°.

Apesar das diversas pesquisas, ainda ndo ha uma abordagem definida
para diferenciacdo entre os patotipos de E. coli extraintestinal ou entre
comensais e ExPEC. E devido a essa incapacidade de distincdo clara entre
EXPEC e E. coli ndo patogénica conclui-se que as cepas de ExXPEC sao
patogenos facultativos, que se instalam por meio de ligacdo, aquisicao de
nutrientes, competicdo com outras bactérias e subversdo dos mecanismos de

defesa do hospedeiro ***7.
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2 Escherichia coli e relevancia em saude publica

2.1 Interacdo entre o homem e animais de companhia (c&es e gatos)

Animais de companhia sao definidos como quaisquer animais
domesticados, criados em casa ou selvagens, mantidos por pessoas para
companhia, diversao, trabalho (por exemplo, caes policiais, apoio para cegos e
surdos) ou apoio psicoldgico, incluindo desde cdes e gatos até cavalos,
coelhos, furbes, porquinhos-da-india, répteis, passaros ou peixes ornamentais
3.

Em nossa sociedade, a relacdo entre animais de companhia e seus
donos tem se estreitado cada vez mais nas uUltimas décadas. E atualmente, os
animais vivem em contato bem mais proximo com humanos do que tempos

atras '8,

2.2 Transmissao entre espécies

Ha preocupacbes com a saude publica devido ao possivel risco de
transmissao entre animais e humanos de cepas resistentes de E. coli, ou
transferéncia de genes de resisténcia ** 202,

Em estudo realizado na Argentina, em que a sindrome hemolitico-
urémica (SHU), causada pela E.coli produtora de toxina Shiga (STEC), é
endémica, foi possivel constatar o isolamento da mesma em amostras fecais
de 1,1% (5/450) dos caes e 2,6% (4/149) dos gatos avaliados 2. Assim como,
verificou-se a presenca de cepas de STEC, em amostras de esfregaco retal
coletadas de um cdo e um gato que coabitavam o ambiente doméstico de um
paciente humano, portador de SHU ?%. A verificacdo da existéncia de cepas de
circulagcdo comum a humanos e animais apontam a necessidade de maiores
estudos para investigar o eventual papel que cées e gatos possam ter como
portadores ou reservatérios da bactéria E.coli %%,

Estudos anteriores ja comprovaram que E. coli pode, em diversos graus,
sobreviver em ambientes como solo e agua **?°. Por meio da avaliagédo de 17

amostras, coletadas de fezes de dois adultos, de uma crianca de dois anos e
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de seus animais de estimacdo (gato e cachorro), que coabitavam o mesmo
ambiente doméstico, além de esfregacos ambientais (interruptores, macanetas,
tigelas de comidas dos animais, chdo da lavanderia), pode-se constatar a
presenca de cepas de E.coli multirresistente tanto no ambiente quanto nos
habitantes do mesmo. As correspondéncias fenotipicas e genotipicas
encontradas nesse estudo poderiam sugerir uma transmissao interespécies, de
forma direta, por contato entre eles, ou indireta por meio do ambiente, contudo
mais estudos sdo necessarios para comprovacdo de tal proposicdo 2°. A
transmissdo domiciliar de E.coli também foi avaliada, por meio da andlise fecal
de 18 humanos e 13 caes, em oito familias, ao longo de 6 meses. Sendo que,
foram observados que dezenove clones foram compartilhados em seis das oito
familias e sete desses foram compartilhados entre humanos e céaes, reforcando
a possibilidade de transmissdo entre espécies 2. Além disso, por meio da
analise sequencial do genoma completo de isolados de E.coli produtora de
ESBL ou AmpC, de pacientes humanos portadores de ITU e seus contactantes
familiares e cées, 11 de 27 domicilios avaliados possuiam pessoas (8/18) e
cées (5/36) positivos para cepas de E.coli . Contudo, apenas em sete
domicilios, a mesma cepa de E.coli produtora de ESBL/ AmpC, foi observada,
em cinco membros da familia e em dois cdes de estimacdo, sendo que em
algumas dessas residéncias, 0s cdes possuiam a mesma cepa que o membro
da familia com ITU. Dado esse que destaca a possibilidade de transmissdo da

bactéria entre habitantes de um mesmo ambiente *

O possivel
compartilhamento de cepas de E. coli entre humanos e animais de estimacao e
entre outros animais (caes e gatos) que coabitam o mesmo ambiente domiciliar
ja foram sugeridos em alguns relatos anteriores 618 20-27: 28

Por meio da caracterizacéo do padrao de resisténcia, producao de beta-
lactamase de espectro estendido e parentesco genético de cepas
multirresistentes isoladas de 134 caes, 134 proprietarios e 44 pessoas sem
contato com caes, houve a deteccao simultanea de E.coli MDR em cées e seus
proprietarios. A observacao de cepas com padrdes de resisténcia semelhantes,
genes ESBL e grupos filogenéticos idénticos entre as cepas de cées e
proprietarios demonstra a possibilidade de clones resistentes serem

transmitidos entre pessoas e animais de estimac&o, no mesmo ambiente °.
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A presenca de fatores de viruléncia em isolados de animais com e sem
diarreia, em estudo realizado no Hospital Veterinario da Universidade Estadual
de Londrina, sugeriu que animais de estimagdo sem diarreia poderiam atuar
como reservatérios para infeccéo por E. coli em humanos %°.

Estes achados corroboram com a probabilidade de que caes e gatos
possam ser fonte de E. coli para humanos. Além disso, em estudo realizado na
China, por meio de um plasmideo especifico (0gxAB), que confere resisténcia
bacteriana a diversos antimicrobianos, avaliado em isolados de E. coli de cées,
gatos e humanos, reafirmou-se a possibilidade de transferéncia horizontal
dessa caracteristica de resisténcia entre portadores, podendo representar uma

ameaca potencial & saude publica *.

E esse fato poderia contribuir na
transmissao entre hospedeiros do patdégeno, inclusive facilitar a disseminacgao

de cepas virulentas e resistentes a antimicrobianos dentro da comunidade.

3 Resisténcia antimicrobiana

A resisténcia a diversos agentes antimicrobianos tornou-se uma ameaca
significativa em salde publica, pois existem casos em que se tem disponivel
apenas uma ou até mesmo nenhuma opc¢do de antimicrobiano eficaz para
tratar infeccdo causada por essas bactérias. As bactérias podem ser definidas
como multirresistentes (MDR) sendo aquelas ndo sensiveis a um agente pelo
menos, em trés ou mais categorias de antimicrobianos; extensivamente
resistentes (XDR), quando ndo sdo sensiveis a pelo menos um agente em
quase todas as categorias de antimicrobianos, excetuando duas ou menos; e
por fim, pan-drogarresistentes (PDR), bactérias resistentes a todos o0s agentes
em todas as categorias de antimicrobianos **.

O desenvolvimento de resisténcia antimicrobiana € um fenémeno natural
dos microrganismos, contudo, a pressdo exercida pela utilizacdo e
principalmente ma utilizacdo de agentes antimicrobianos em humanos e
animais acelera esse processo 2. A resisténcia aos antimicrobianos é um
desafio para a saude mundial que pode resultar em impactos negativos no
tratamento de zoonoses bacterianas pelo fato de que pacientes com doencas

causadas por bactérias resistentes necessitam de atencdo especial,
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medicacBes caras e carecem de cuidados do setor de satude **°. Além disso, o
uso racional de antimicrobianos na medicina veterindria e humana € um pré-
requisito para 0 sucesso terapéutico de doencas infecciosas graves, logo,
também é questdo de saude publica 3% 3.

Em medicina veterinaria, ha uma frouxiddo na venda de antimicrobianos
%, Essa situagéio de utilizacdo indiscriminada de antimicrobianos se agrava,
frente a casos complexos, quando ha incerteza sobre o diagndstico, selecao
empirica de antibioticos, preocupacfes com riscos de infec¢cdo secundaria e
pressao por parte do proprietario podendo levar a selecdo e uso precipitado de
agentes antimicrobianos por parte dos veterinarios. Além de que a identificacédo
bacteriana e testes de susceptibilidade bacteriana muitas vezes n&o sao

realizados, o que determina a indicacdo de um tratamento empirico inadequado
36

3.1 Importancia das cepas produtoras de B- lactamases de amplo

espectro em infecgdes por E. coli

Nas ultimas décadas houve o surgimento global das B-lactamases de
espectro estendido (ESBL) e Enterobacteriaceae produtoras de AmpC, em
humanos e animais. Sendo esse um fator de grande preocupacgao, pois 0s
animais sdo uma possivel fonte de transmissdo dos genes ESBL/AmpC para
humanos *'.

As pB-lactamases de espectro estendido (ESBLsS) sdo enzimas que
possuem a capacidade de hidrolisar B-lactamicos, dessa forma, inativam uma
diversidade de antibidticos, e podem estar localizadas em elementos moveis

como plasmideos % *°

, transposons e integrons, que muitas vezes também
carregam genes de resisténcia adicionais “°.

As B-lactamases de espectro estendido (ESBLS) conferem resisténcia a
maior parte dos antibidticos B-lactamicos, porém sao inativadas por inibidores
de B -lactamase, como o &cido clavulanico ** (Imagem 1). J4 as lactamases do
tipo AmpC nédo sé&o inibidas pelo acido clavulanico e em geral, conferem
resisténcia a todos os [-lactamicos (com excegcdo da cefepima) e séo

inativadas pelos carbapenémicos *°. Diante disso, a eventual transferéncia
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horizontal de genes de resisténcia de uma Unica cepa de Escherichia cioli pode
interferir no combate da infeccdo de diversos tipos de antibidticos, tornando a
situacdo mais complicada para os pacientes acometidos **.

Imagem 1 — Teste de sensibilidade antimicrobiana em placas de agar Mueller-
Hinton, em que é possivel identificar fenotipicamente uma cepa ESBL (placa a
esquerda), pelo teste de disco combinado, por meio da distor¢cdo do halo ao
redor do disco B —lactamico (amoxicilina com clavulanato de potassio) (centro
da placa (»)). E outra placa, com uma cepa multirresistente (MDR) (a direita),
reconhecidas, em testes precedentes, como Escherichia coli, ambas de um
mesmo portador canino.

Fonte: SOARES, M. S.

Os B-lactamicos sdo um dos grupos mais importantes entre os agentes
antimicrobianos em medicina veterinéria, divididos em diversos grupos, dentre
eles os inibidores de B-lactamases, penicilinas e as cefalosporinas de primeira

0 E em grande parte das vezes, as formulacdes

a quarta geragao
antimicrobianas sdo as mesmas usadas na medicina humana, inclusive os
agentes de amplo espectro *°.

O transporte fecal de cepas resistentes de E.coli em cdes ** *° e em
gatos *’ j& foi observado em diversas partes do mundo. Também foi possivel
observar em animais de companhia isolados de Enterobacteriaceae produtoras
de ESBL e/ou AmpC, entre amostras de urina de cdes e gatos “®.

Com intuito de reduzir a resisténcia antimicrobiana, a Organizacao
Mundial da Saude (OMS), incluiu as Enterobacteriaceae resistentes a
cefalosporinas de espectro estendido na lista de patdgenos de prioridade critica

global para o desenvolvimento de novos antibiéticos *°.
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3.2 Fatores de risco associados a infec¢cbes por Escherichia coli

multirresistentes

Em estudos humanos, as causas de bactérias multirresistentes, tém sido
apontadas como consequéncia do uso generalizado e extensivo de
antimicrobianos, hospitalizacdo prolongada, exposicéo a dispositivos invasivos,
principalmente cateteres venosos centrais, cirurgia gastrointestinal ou
transplante, doencas subjacentes, gravidade da doenca e idade avancada *°.
Além disso, em um estudo, com a participacdo de 399 mulheres, 98 tiveram
infeccdo de trato urinario causada por E.coli multirresistente (MDR), sendo que
fezes de cées, ou contato com cées foi identificado como um fator de risco para
o desenvolvimento da afeccéo. *°

Na medicina veterinéria, tem ocorrido um aumento na frequéncia de
infeccbes em ambientes hospitalares e isso pode estar relacionado a maior
utilizacdo, em ambientes de terapia intensiva, de antimicrobianos de ultima
geracdo e periodos de internacdo mais prolongados 2" *% >, A administracdo
de diferentes antimicrobianos ao longo de anos também foi associado como
possivel causa da origem de cepa produtora de B-lactamase em um cdo com
infeccdes urinarias recorrentes *3. Assim como em diversos outros estudos foi
possivel constatar a utilizagdo de antimicrobianos anteriormente como um fator
de risco significativo para o surgimento de bactérias resistentes a
antimicrobianos >* >’

Com relacdo ao desenvolvimento de infeccBes de trato urinério, os
fatores de risco sdo multifatoriais e dependem da interagéo entre viruléncia
bacteriana e alteracdes na defesa do organismo *®. Nas infeccBes de trato
urinario por E. coli, entre os fatores de riscos relacionados séo citadas defesas
ineficientes do hospedeiro, paresia ou estase urindria que requeira
cateterizacdo. De maneira que, a administracdo de antimicrobianos durante o
periodo de cateterismo € importante fator para o desenvolvimento de infeccao
de trato urinario *°. O estudo retrospectivo e prospectivo realizado por Sanchez
e colaboradores °, incluiu 21 isolados bacterianos de urina e feridas de cées
que eram pacientes do Hospital Veterinario de Pequenos Animais da
Universidade de Georgia (UGA-SVTH), 12 amostras ambientais da Unidade de
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Terapia Intensiva e centros cirdrgicos do mesmo hospital e um isolado de cdo
gue nunca havia sido paciente da UGA-SVTH, e por meio de metodologias
biomoleculares (ERIC PCR, eletroforese em gel de campo pulsado (PFGE) e
analise de DNA polimorfico amplificado aleatoriamente (RAPD)), foi possivel
identificar diversos clones de E.coli associados as infec¢des nosocomiais.
Sendo que dos 21 isolados de cdes, 18 possuiam o mesmo padrdo de
resisténcia a antibioticos testados, e em varios desses casos, a ITU por E.coli
esteve associada a utilizacdo de cateter urinario de demora e também de

drenos em feridas cirargicas.

3.3 Distribuicdo geogréafica de cepas de E. coli multirresistente

A prevaléncia de bactérias multirresistentes entre animais de estimacao
varia consideravelmente entre regides. E 0 motivo para essa diversificacdo
geografica ndo é clara, porém provavelmente tem relacdo com variacfes locais
na utilizacdo de antimicrobianos °.

A informacdo sobre populagcbes de animais de companhia é
indispensavel para a elaboracdo e proposicdo de medidas eficazes e
necessarias para prevenir e conter os riscos as doencas zoongticas de animais
domésticos para os seus proprietarios 2.

Alguns relatos sobre o isolamento de E.coli multirresistentes séo feitos

em cdes e gatos, pelo Mundo. Teshager e colaboradores *3

, €m pesquisa
realizada na Espanha, descreveram pela primeira vez o isolamento de uma
cepa produtora de B-lactamase SHV-12 em um cdo com infec¢des urinarias
recorrentes. Em Roma, de 298 amostras de E. coli (226 cdes e 72 gatos)
isoladas de animais mortos, saudaveis e doentes, de diversos sitios (6rgaos,
fezes e conteudo intestinal), foi possivel constatar que 21 cepas (7%) eram
produtoras de ESBL ®2. Em Portugal, amostras fecais de 75 animais de
estimacdo saudaveis (39 céaes e 36 gatos), foram testadas para ESBL e 5
(6,6%) apresentaram-se positivas .

Na China, houve a deteccéo de E. coli e caracterizacdo de genes ESBL
em 41,3% dos 240 isolados de caes e gatos, advindos de fezes, muco nasal,
esfregacos de feridas e outras fontes, tanto de animais saudaveis, quanto

doentes %*,
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Na América do Norte, 150 amostras de E. coli, associadas a ITU, foram
coletadas de pacientes caninos e felinos no Hospital Veterinario da
Universidade da Pensilvania. Desse total, 11 cepas foram identificadas como
ESBL . No Brasil, um estudo dirigido por Melo e colaboradores °°, identificou
que animais de estimacdo podem ser considerados reservatorio de bactérias
multiressistentes, de maneira que, cdes de vida livre saudaveis exibiram maior
prevaléncia de determinantes de resisténcia como ESBLs/ AmpC, logo
poderiam ser fonte de infeccéo para 0 meio ambiente e outros animais.

Em estudo recente realizado por Salgado-Caxito e colaboradores *’,
avaliou-se a prevaléncia global de - lactamases de espectro estendido (ESBL)
em infeccbes causadas por E. coli, em cdes e gatos, por meio da avaliacdo
criteriosa de artigos que foram incluidos em uma meta-anélises. A variacdo da
prevaléncia foi de 0,63% na Oceania, 6,21% na Europa, 6,79% na América,
7,77% na Asia, 16,56% na Africa, em cées. E em gatos, de 0% na Oceania e
16,82% na Asia, 2,48% na Europa, 8,15% na América e 7,64% na Africa. De
maneira que a prevaléncia global de ESBL, estimada nesse estudo, em

amostras de E. coli foi de 6,87% em caes e 5,04% gatos.

4 Medidas profilaticas na disseminacéo de Escherichia coli

As zoonoses constituem uma séria ameaca a saude da comunidade, e
envolve a interacdo de humanos, outros animais e meio ambiente, sendo dessa
forma, indispensavel uma abordagem multissetorial para garantir medidas de
controle eficazes *°’.

O aumento da percepcao sobre o fato de que as doencas geralmente
surgem das interacdes entre fatores humanos, animais e ambientais fez com
gue surgisse uma nova abordagem para lidar com essas questdes, conhecida

8 ‘Saude Unica’ é um conceito utilizado para definir

como Saude Unica
esforgos colaborativos de varios profissionais em ciéncias de saude,
trabalhando conjuntamente para atingir a salude ideal para pessoas, animais e
0 meio ambiente. E essa definicdo se baseia na dependéncia em que ha entre
humanos e animais e percepcdo de que compartiham o mesmo ambiente,
sendo portando necessarios esforcos para controle em todos esses setores

69.70.71 (Figura 1).
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Figura 1 — Diagrama de Veen ilustrando os trés dominios da Satde Unica.

Saude
ambiental
SAUDE
Saude 2 Saiude
humana animal

Fonte: SOARES, M. S.

Além disso, frente a suspeita de resisténcia observada em testes de
susceptibilidade, tanto veterinarios, quanto proprietarios devem tomar medidas
para que haja a reducdo da propagacdo dessas bactérias, como higiene

rigorosa das maos e do ambiente 3.

As melhorias nas condi¢cdes de
biosseguranca de pacientes animais internados conferem consequentemente
seguranca para veterinarios, e inclusive para a comunidade, visto que ha
possibilidade de transporte para a mesma, por meio de pessoas colonizadas 2.
E também de significativa importancia a utilizacio de diretrizes de tratamentos,
restringindo 0 uso a alguns agentes antimicrobianos de primeira linha para
evitar o surgimento de bactérias multirresistentes 3* °> 3,

A importancia de dados sobre uso de antimicrobianos e resisténcia de
bactérias em animais € crucial para que haja desenvolvimento de politicas de
controle de resisténcia global. Dessa maneira é imprescindivel o
estabelecimento de programas nacionais de vigilancia sanitaria que
possibilitardo monitorar a extensdo de bactérias multirresistentes em animais
de companhia e a implementacdo de estratégias para combater a sua
disseminacgao, inclusive o uso prudente de antibidticos por proprietarios e
veterinarios °’.

Hé& poucos estudos prospectivos de base populacional sobre resisténcia
antimicrobiana e os disponiveis sao relativamente pequenos, o que coloca em
evidéncia a importancia de pesquisas futuras, principalmente pelo potencial de

infecgao bidirecional em humanos.
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Considerac0es finais

Visto a problemética apresentada, se destaca a necessidade de
diretrizes nacionais de tratamento antimicrobiano veterinario, e para tanto se
faz necessaria vigilancia rotineira por parte das autoridades locais.

Os veterinarios devem sempre buscar por conhecimento para que o
tratamento seja realizado da melhor forma possivel, utilizando antimicrobianos
apenas em casos em que haja a real necessidade *°. Além disso, os médicos-
veterinarios devem ser fonte de informacdo aos proprietarios de animais
durante as consultas, informando sobre o manejo de animais tratados com
antibioticos, explicando sobre o risco de desenvolvimento de resisténcia
antimicrobiana para o animal e para toda familia.

E necessario que sejam tracadas estratégias interdisciplinares e

inovadoras em busca da Saude Unica.
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ABSTRACT

Gastrinoma is a rare neuroendocrine tumor originated from the malignant
transformation of the delta cells of the pancreatic islet, resulting in hypergastrinemia
and consequently gastric ulcers. The present work describes a case of gastrinoma
identified postmortem through immunohistochemistry. However, there was no
suspicion of such disease ante-mortem, as signs of neuroglycopenia associated with the
combined dosage of glycemia and insulinemia were highly suggestive of insulinoma.
Thus, the treatment was directed towards the clinical suspicion of greater evidence.
Throughout this case report, characteristics of neoplasia diagnosed by means of
immunohistochemistry are described, and comparisons are made to reports both in
veterinary medicine and in human medicine.

Keywords: pancreatic tumor, dog, Zollinger-Ellison syndrme.

INTRODUCTION

Gastrinomas are rare neuroendocrine tumors cells of the pancreatic islet, which
were first described in human medicine in 1955 by Zollinger-Ellison (Zollinger and
Elisson, 1955). This neoplasm of the endocrine pancreas is a consequence of the

predominantly malignant transformation of somatostatin-secreting delta cells into


mailto:mirella.tomaz.soares@uel.br

98

gastrin-secreting cells (Pascon and Mistieri, 2016). This disorder is also known as
Zollinger-Ellison syndrome characterized by the triad: (1) gastrin hypersecretion, (2)
stimulation of hydrochloric acid release resulting in (3) esophageal and gastroduodenal
ulcerations (Hughes, 2006; Metz, 2012). In dogs, homologous cases of Zollinger-
Ellison Syndrome are few, being described as main clinical manifestations diarrhea,
vomiting, apathy, anorexia and lethargy (Hughes, 2006).

Diagnosis is based on clinical signs in association with complementary tests,
mainly from hypergastrinemia in fasting patients, together with exploratory laporatomy
and tumor resection, with subsequent histopathological and immunohistochemical
evaluation (Hughes, 2006).

Medical treatments for this syndrome are based on the administration of gastric
acid secretion inhibitors (proton pump inhibitors and H2 blockers), gastroprotectants
(misosprostol and sucralfate) and somatostatin analogues (octreotide) to inhibit gastrin
secretion. Surgical treatment, on the other hand, includes resection of the neoplasm, but
this may not be curative due to the likelihood of undiagnosed metastases at the time of
surgery (Hughes, 2006).

Taking into consideration the rarity of this affection, a case of pancreatic
malignant gastrinoma in a dog is reported in this study, focusing on its clinical
peculiarities and pathological aspects.

CASE REPORT

A female Rottweiler, 9 years old, 32.3 kg, not neutered, was treated at the
Emergency Room of the Veterinary Hospital of the University State of Londrina, in
June 2014, with a history of fainting and acute tremors, in addition to episodes of
intermittent emesis dating approximately 30 days. On physical examination, the animal
had a low-grade fever (39.4°C), on palpation an abdominal mass was found in the
mesogastric region; focal seizure, with ear and eyelid movements and punctate miosis.
The initial blood count identified only mild thrombocytosis of 693,000/ul (reference
range 180,000-680,000/ul). Serum biochemistry revealed mild hyperphosphatasemia:
alkaline phosphatase (AF) of 167 U/L (reference range: 20-156 U/L), hypoglycemia of
30 mg/dL (reference value > 65 mg/dL), and alanine aminotransferase (ALT), urea and
creatinine were within normal range. At that time, the patient was stabilized by slow

intravenous administration of 5 ml of 50% glucose over 10 minutes, and then therapy



99

with supplemented fluid therapy (Ringer Lactate with 50% glucose), enrofloxacin
(Chemitril®, 5 mg/ kg, SC, BID) and ranitidine (2 mg/kg, SC, TID). During the hospital
admission period, the patient presented persistent hypoglycemia, even after glucose
administration. After being hospitalized for 3 days and with suspected insulinoma, the
patient returned after a week, whilst fasting, for insulin measurement by
radioimmunoassay (BET Laboratories - RJ), which revealed a concentration of 61.89
IU/ml (reference value of 5-25 IU/ml) of insulin, when hypoglycemia was 28 mg/dL.
Therefore, given the facts, the clinical suspicion was of insulinoma, to which home
therapy with 0.5 mg/kg prednisone, orally, was instituted every 12 hours, until further
recommendations.

After 11 days, the owner reported that the animal was still presenting episodes of
emesis, but its appetite was preserved. As therapy prednisone was still being
administered. During this period, a complete blood count was performed, which
revealed mild microcytic, hypochromic anemia, with a hematocrit of 33% (reference
value: 38% to 47%), leukocytosis of 45,800/ uL (reference value: 6,000 - 17,000/ pL),
with 2290/uL of rods (reference value: 0-200/uL), neutrophilicity of 41.220/uL
(reference value: 3,000-11,500/uL). Regarding the biochemical tests, glucose, total
protein and creatinine were within the reference values. Abdominal ultrasound was
performed and the presence of hypoechoic hepatic nodules, enlargement of peri-
pancreatic lymph nodes, hyperechoic pancreatic region, and renal signs suggestive of
chronic pyelonephritis were observed. Therefore, in addition to the administration of
corticosteroids, an association of sulfamethoxazole and trimethoprim 30 mg/kg, orally,
every 12 hours, and ranitidine 2 mg/kg, orally, every 8 hours, for 21 days, were
prescribed.

The animal was followed up with serum glucose dosages for approximately 5
months and during this period there was stabilization of blood glucose (without
hypoglycemic peaks) and reduction in the dose of prednisone due to frequent episodes
of emesis and darkened diarrhea, when euthanasia was then chosen in function of
cachexia, emesis and anorexia. In the last hemogram performed, microcytic,
hypochromic anemia was observed, with hematocrit of 26% and leukocytosis of
44,200/ul, with neutrophilia of 43,758/ pl, alanine transferase and alkaline phosphatase
were found to be increased (respectively 667 U/L and 778 U/ul L), hypoproteinemia
(3.7 g/dL) and normal creatinine.
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At necropsy, the main findings were the presence of two neoformations in the
pancreas (Figure 1), increased volume of the peri-pancreatic lymph node and multiple
nodules in the liver. Such lesions were sampled for histopathological examination.

Figure 1. Nodules in pancreas indicated by arrows.

Microscopically, the pancreatic lesion is characterized by a partially delimited
and expansive neoformation. Cells are arranged in loosely cohesive nests surrounded by
delicate fibrovascular tissue (Figure 2A). Such cells are small, round to polygonal, with
eosinophilic cytoplasm, mildly granular, with round nuclei, containing delicate granular
chromatin and eventually a small nucleolus (Figure 2B). In the adjacent parenchyma,
intermingled with the exocrine acini, there is trabecular expansion of columnar cells,
with clear eosinophilic cytoplasm, slightly granular, round, small and hyperchromatic
nuclei, with finely granular chromatin (Figure 2D). Representing foci of pancreatic islet
cell hyperplasia, considering the morphological aspect, however, it was not submitted to
immunohistochemical analysis. Due to the time elapsed between death and necropsy,
autolysis is noted in the material, which is more evident in pancreatic lesions due to its
proximity to the intestine.

In the peripancreatic lymph node, there is loss of the normal architectural pattern
due to the expansion of cortical and medullary sinuses, with the presence of neoplastic
cells with characteristics similar to those observed in pancreatic neoformation (Figure
2C).

The fragment from one of the areas of neoformation in the liver parenchyma,
microscopically, contains neoplastic emboli in portal lymphatic vessels (Figure 2E) and
invasive neoplastic infiltration dissecting the cords of hepatocytes, whose cells present
an oncocytic pattern similar to that seen in pancreas (Figure 2F).



= T AARIE
TR
\ -l

Figure 2. Dog, Digital photomicrograph. A) Pancreatic neoformation. Architectural aspect of the lesion
composed of nests of cells with low cohesion surrounded by a thin fibrovascular stroma. Hematoxylin
and eosin. B) Pancreatic neoformation. Round to polygonal cells, small, with eosinophilic cytoplasm,
slightly granular, round nuclei, containing delicate granular chromatin (a “salt and pepper” appearance)
and an occasional single, small nucleolus. Hematoxylin and eosin. C) Peripancreatic lymph node.
Transition between pancreas (=) and peripancreatic lymph node in which there is a shortage of lymphoid
tissue (*) and great neoplastic proliferation in loose nests of round cells, with eosinophilic cytoplasm,
round and hyperchromatic nuclei. Hematoxylin and eosin. D) Pancreas. Columnar cell trabecula (=) with
clear eosinophilic cytoplasm, round, small and hyperchromatic nuclei, interspersed with exocrine
pancreatic acini (*). Hematoxylin and eosin. E) Neoplastic infiltration in liver (*), preserved liver
parenchyma area () and portal tract with presence of neoplastic emboli in lymphatic vessels (=).
Hematoxylin and eosin. F) Neoplastic cell nests invade liver parenchyma and dissect hepatocyte strands
(*) leading to loss of normal liver microarchitecture. Hematoxylin and eosin.
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Samples from the neoplastic pancreatic tissue and the peripancreatic lymph node
were submitted to immunohistochemical examination, with anti-Pancytokeratin,
Cytokeratin 7, Vimentin, Synaptophysin, Chromogranin, Neuron-Specific Enolase
(NSE), Gastrin, Insulin, Glucagon and Somatostatin antibodies. Intense immunostaining
was detected in most neoplastic cells for Chromogranin, Synaptophysin, NSE and
Gastrin, in addition to rare cells positive for Vimentin.

Therefore, the diagnosis was compatible with malignant pancreatic gastrinoma

with metastasis in the peripancreatic lymph node and liver.

DISCUSSION

Functional endocrine pancreatic neoplasms are a clinical and pathological
diagnostic challenge. There are a variety of hormones that can be produced by
neoplastic cells, as well as the possibility of more than one hormone being produced
concurrently, which generates an equal variety of clinical syndromes (Crona et al.,
2016). From a pathological point of view, microscopically, they can present different
architectural arrangements, including solid nests, trabeculae, papillae and even ductules,
mostly composed of cells in an oncocytic pattern. Immunohistochemical analysis is
required to define the peptide(s) produced by neoplastic cells (Asa, 2011).

The dog in this case report initially presented clinical signs that raised the
clinical suspicion of insulinoma, due to a history of acute tremors, focused seizures,
with significant hypoglycemia, in addition to clinical improvement after administration
of intravenous glucose and corticotherapy. The result of the insulin dosage indicated a
high probability of being an insulinoma, as the suspicion of this neoplasm occurs in
situations where insulinemia is greater than 20 pU/ml in association with a blood
glucose of 60 mg/dL, and in patient was verified 61 pU/ml of insulinemia with
hypoglycemia of 28 mg/dL (Pascon and Mistieri, 2016; Idowu and Heading, 2018). In
this scenario, clinical treatment for insulinoma was instituted. However, after death and
immunohistochemical evaluation of a pancreatic neoplastic tissue sample, the pattern of
positivity favored the diagnosis of gastrinoma, an endocrine neoplasm different from
the initial clinical suspicion.

Some hypotheses could justify a post-mortem diagnosis different from the
clinical suspicion. The first is the possibility of the coexistence of two neoplasms, in the

condition known in Human Medicine as Multiple Endocrine Neoplastic Syndrome type
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1 (MEN 1). However, insulinoma associated with pancreatic gastrinoma do not fit the
classification of multiple endocrine neoplasms (MEN 1), as this nomenclature used in
human medicine encompasses only parathyroid adenomas, enteropancreatic endocrine
tumors and pituitary tumors (Lee et al., 2010). ). Despite this, Lodish et al. (2008),
reported the picture of a human patient with a disorder similar to the present report, who
presented both hyperinsulinemic and hypergastrinemic syndrome. And in veterinary
medicine there is only one study developed by Beatrice et al. (2018), in which it was
concluded that possibly the combinations of endocrine tumors between humans and
companion animals are different, but no case was cited that resembled this report
(pancreatic insulinoma and gastrinoma).

Another case described in human medicine (LEE et al., 2010) found three types
of tumors, in addition to gastrinoma and insulinoma, also hyperparathyroidism, in the
same patient; however, unlike the previous report, these are from different
places/organs. Immunohistochemical analysis indicated the presence of insulin in
pancreatic tumor cells and gastrin liver cells.

In humans, the most common symptoms of gastrinoma include persistent
abdominal pain, nausea, diarrhea, weight loss, and gastrointestinal bleeding (Lipifiski et
al., 2017). In dogs, the most common clinical signs include regurgitation, vomiting,
melena, anorexia, diarrhea and weight loss (Hughes, 2006; Pasconi and Mistieri, 2016).
The patient in the present report had clinical and laboratory signs that favored the
suspicion of insulinoma, due to neuroglycopenic effects, but there were also other signs
suggestive of gastrinoma, such as frequent episodes of emesis, progressive weight loss
and darkened pasty diarrhea.

With regards to laboratorial changes, in dogs with gastrinoma, regenerative
anemia, leukocytosis with neutrophilia and hypoproteinemia related to the intestinal
inflammatory condition can be noted, as well as changes in liver enzymes, such as
alanine aminotrasferase and alkaline phosphatase (Pascon and Mistieri, 2016) . At the
same time, the case reported here presented as alterations in hematological exams,
progressive anemia, leukocytosis with neutrophilia and increased liver enzymes (ALT
and FA).

As for location, gastrinomas in humans appear in extrapancreatic sites,
especially duodenum, in more than two thirds of cases, so that more than 90% of these
tumors are located in the so-called triangle of gastrinomas, which is the area delimited
by the duct biliary, duodenum, and pancreas (Vergine et al., 2005; Beltran, 2016;
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Lipinski et al., 2017). In dogs, this endocrine neoplasm is most commonly described as
originating in the pancreas, as in the present report (Pascon and Mistieri, 2016).
However, some reports indicate other sites of appearance of this neoplasm, such as in
the duodenal wall causing obstruction of the bile duct (Vergine et al., 2005) and liver
(Kim et al., 2015).

In humans, pancreatic gastrinomas have liver metastases more frequently
(Béltran, 2016; Lipinski et al., 2017), as observed in this report, both in the ultrasound
examination (hypoechogenic liver nodules) ante-mortem, and in necropsy and
histopathology (multiple nodules in liver parenchyma).

The treatment of the reported patient was based on the suspicion of insulinoma,
with administration mainly of prednisone, as glucocorticoids reduce the affinity of
glucose for insulin receptors present in tissues (Pascon and Mistieri, 2016). And with
the progression of clinical signs, and due to hematological changes suggestive of
possible infection, antibiotic therapy and gastric protection were associated with
treatment.

In cases of gastrinoma, there is little information in the literature on indications
for surgical interventions, as there are difficulties in the complete excision of the
neoplasm and a high rate of metastasis, however - frequent failure in the evolution of
surgically treated cases compared to cases with clinical treatment, thus leading to
questioning such surgical interventions (Metz, 2012; Béltran, 2016; Pascon and
Mistieri, 2016). In the present report, surgical intervention was not suggested due to the
presence of extensive areas of possible liver metastases observed by means of
ultrasonography.

The prognosis for gastrinoma in human medicine is good, even in malignant
cases, when diagnosed early (Beltran, 2016). However, there are some factors that make
the prognosis poor, such as liver metastases, large primary tumor (1 to 3 c¢cm) and
pancreatic location (Lipinski et al., 2017), conditions found in the case of this report. In
dogs, the prognosis is predominantly poor, as in most cases the diagnosis occurs when
there has already been metastasis, mainly in lymph nodes and liver (Hughes, 2006).

The similarity between the human cases mentioned and the patient mentioned in
this report is remarkable, with the exception that in this report it was not possible to
diagnose endocrine neoplasia of pancreatic beta cells. And facing this, new assumptions

must be raised. For this absence of insulin-producing tumor cells, the justification can
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be attributed that the sample submitted to immunohistochemical analysis may not have
been representative of the neoplastic process of insulinoma and only of gastrinoma.

Another hypothesis is that the serum insulin levels during hypoglycemia are a
consequence of the presence, together with the gastrinoma, of non-pancreatic
alterations. An observation made by Idowu and Heading (2018) highlighted that the
most common causes of hypoglycemia in 55 dogs evaluated were: insulinoma, in 69%
of cases; extrapancreatic tumor, in 14%; sepsis, in 7%; hypoadrenocorticism in 6% and
liver failure in 4% of patients. It is notorious that any non-pancreatic neoplasm has the
potential to cause hypoglycemia. This mechanism occurs due to several factors,
including the paraneoplastic effect causing the release of insulin or insulin analogues;
and the effects of the tumor itself with the excessive use of glucose; in liver tumors it is
possible due to damage to liver cells responsible for hepatic glucose homeostasis. The
most common tumors associated with this type of change are hepatocellular carcinoma,
hepatoma, leiomyoma and leiomyosarcoma (Idowu and Heading, 2018).

Ultimately, it is reasonable to consider that the hyperinsulinism in this report
could be due to islet hyperplasia (Felicio et al., 2012), although this finding lacks
immunohistochemical confirmation.

The fact that no treatment was carried out for the gastrinoma, diagnosed post-
mortem, may have contributed to the progression of clinical signs and worsening of the
patient. However, it is known that the main determining factor for the survival of
patients with gastrinoma is related to the early diagnosis, and the absence of metastases,
so this may have also contributed to the rapid worsening of the patient, as there were

already metastases at the time of the consultation.

CONCLUSION

Through the analysis, there is evidence that the malignant pancreatic gastrinoma
in dogs may be associated with lesions or hyperplasia of the pancreatic islet cells
causing atypical clinical and laboratory characteristics. Therefore, the exposed report
highlights the need for further biochemical and immunohistochemical investigations of
pancreatic islet cell tumors in veterinary. In addition, there is a need for a more accurate
classification of multiple endocrine neoplasms, as this would facilitate a faster diagnosis

and most appropriate treatment.
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