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RESUMO

Existe grande preocupagao na ultima década acerca das bactérias resistentes a multiplos
antibidticos, mas também com a capacidade destas em formar biofilme, uma vez que
isso implica na dificuldade de elimina-las de superficies e ambientes, e,
consecutivamente, de conter infecgdes. O objetivo deste estudo foi avaliar a capacidade
de formacdo de biofiime de bactérias Escherichia coli a fim de melhor entender o
potencial patogénico destas, visto que se sugere a correlagao entre patogenicidade e
formacgao de biofilme no caso desse tipo de bactérias. Foram isoladas 54 indculos de
Escherichia coli do intestino de caes saudaveis atendidos no Hospital Veterinario de
Pequenos Animais da Universidade de Brasilia. Os inoculos foram classificados em
graus de formacao de biofilme, encontrando 35,19% (19) formando biofilme no grau
Forte, 44,44% (24) no grau Moderado, 16,67% (9) no grau Fraco, e 3,7% (2) que nao
formaram biofilme. O controle positivo (Escherichia coli E004) foi considerado grau
Moderado. Os resultados sugerem que ha potencial para que as Escherichia coli de caes

causem infecgdes mais graves.

Palavras-chave: biofilme, Escherichia coli, patogenicidade.



ABSTRACT

There has been great concern in the last decade about bacteria resistant to multiple
antibiotics. At the same time, there’s been concern about their ability to form biofilms. This
is because there’s implication that these bacteria are difficult of eliminating from surfaces
and environments, and, consequently, to contain infections. This study aims to evaluate
the biofilm formation of Escherichia coli to better understand their pathogenic potential
because there might be a correlation between pathogenicity and biofilm formation for this
type of bacteria. Fifty-four samples of Escherichia coli were isolated from the intestines
of healthy dogs treated at the Small Animal Veterinary Hospital of the University of
Brasilia. The samples were classified according to their degrees of biofilm formation,
finding 35.19% (19) forming biofilm in the Strong degree, 44.44% (24) in the Moderate
degree, 16.67% (9) in the Weak degree, and 3, 7% (2) that did not form biofilm. The
positive control (Escherichia coli E004) was considered Moderate degree. The results
suggest that there is potential for Escherichia coli from dogs to cause more serious

infections.

Keywords: biofilm, Escherichia coli, pathogenicity.
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1.INTRODUCAO

A Escherichia coli ha muito tempo tem sido objeto de estudo e interesse nas ciéncias da
saude, sendo de grande relevancia na medicina veterinaria. Esta € uma das bactérias
mais estudadas no contexto econémico e de saude dentro da agropecuaria e apresenta
grande diversidade de cepas, algumas das quais sao cruciais para a manutencao da
saude intestinal em mamiferos, enquanto outras representam ameacas significativas a

saude publica e animal, com potencial patogénico grave. (Hartland,2002) Salgado-



Caxito, 2021, discutem que as bactérias Escherichia coli sdo um grande perigo por sua
grande circulagdo entre humanos e animais. Valat, 2020, observa que ha genes de
patogenicidade de E. coli extraintestinal de humanos encontrados em caes. Wedley,
2017, e Salgado-Caxito, 2021, alertam para a intercorréncia de genes de resisténcia a
antimicrobianos em E. coli tanto de humanos quanto de caes, o que mostra a importancia

de promover mais estudos sobre este tema.

E. coli é uma bactéria Gram-negativa, bacilar, comumente encontrada no intestino de
humanos e animais. Embora a maioria das cepas de E. coli seja comensal, algumas sao
patogénicas, como as E. coli enterotoxigénicas (ETEC) e enteropatogénicas (EPEC), que
sdo conhecidas por sua capacidade de formar biofilmes em superficies bidticas e
abidticas. (Valat, 2020) O interesse renovado na E. coli em contextos veterinarios decorre
de sua complexidade crescente, manifestada tanto na diversidade gendmica quanto na
capacidade de se adaptar a novos ambientes e desafios, como dizem Salgado-Caxito,
2021 e Valat, 2020. A medida que avancamos na compreensao de suas interacdes com
o hospedeiro, seu papel como agente etioldgico de doengas emergentes e seu potencial
como vetor de resisténcia antimicrobiana, torna-se imperativo aprofundar nosso
conhecimento sobre essa bactéria. (Marjanca, 2002) Vega-Manriquez, 2020, discorre
sobre a versatilidade da Escherichia coli e afirma que apesar de varias cepas fazerem
parte da microbiota normal de diversas espécies de mamiferos, ha relatos dessas

bactérias causando infecgdes sérias.

Quanto as caracteristicas genéticas das E. coli, podemos dizer que sao notaveis pela
sua diversidade e plasticidade, o que contribui para a sua adaptacdo a uma variedade
de ambientes ecoldgicos e nichos dentro e fora do hospedeiro. (Silva, 2012) Essa
plasticidade genética permite a E. coli responder rapidamente a mudangas ambientais e
pressdes seletivas, promovendo sua sobrevivéncia e proliferagdo em condigdes
desafiadoras. (Silva, 2012) As E. coli sdo bactérias gram-negativas pertencentes a
familia Enterobacteriaceae. Seu genoma € composto por uma unica molécula de DNA
circular, variando de aproximadamente 4.6 a 5.5 milhdes de pares de bases, dependendo
da cepa. (Dykhuizen, 1984) Uma das caracteristicas genéticas mais marcantes da E. coli
€ a sua capacidade de adquirir e trocar material genético horizontalmente, por meio de



processos como transformacéo, transdugéo e conjugacao. (Benavides, 2021) Isso facilita
a rapida disseminacao de genes de resisténcia antimicrobiana, fatores de viruléncia e
outras caracteristicas adaptativas entre diferentes cepas bacterianas, incluindo aquelas
qgue colonizam o trato gastrointestinal de animais e humanos. (Dykhuizen, 1984) Yang,
2021, discorre sobre as caracteristicas genéticas de E. coli, enfatizando a importancia
do estudo genético destas bactérias, principalmente para entendimento de sua produgao

de toxinas.

A E. coli possui uma ampla variedade de genes que codificam fatores de viruléncia, ou
seja, proteinas ou estruturas envolvidas na capacidade da bactéria de causar doencas.
(Vega-Manriquez, 2020) Esses genes podem estar envolvidos na adesido as células
hospedeiras, na producdo de toxinas, na resisténcia a fagocitose pelo sistema
imunologico, entre outras fungdes. (Salgado-Caxito, 2021) A presenga e expressao
desses genes de viruléncia variam entre as diferentes cepas de E. coli, influenciando sua
patogenicidade e capacidade de causar infec¢des. (Schwarz, 2018) Além dos genes de
viruléncia, a E. coli também pode abrigar genes de resisténcia antimicrobiana, que
conferem resisténcia a antibiéticos comumente utilizados na pratica clinica. (Valat, 2020)
A disseminagédo desses genes representa uma preocupagao crescente para a saude
publica, tornando algumas cepas de E. coli resistentes a multiplos antimicrobianos e,

entdo, mais dificeis de tratar. (Schwarz, 2018)

Zhao, 2020, sugere que a forca da formacado de biofilme pode estar associada a
patogenicidade, viruléncia e, inclusive, a capacidade de resisténcia a antibioticos.
Surgers, 2019, corrobora com os achados de Zhao, 2020, quando mensura a formagéao
de outras bactérias além da Escherichia coli e propde que pode haver correlacdo desta
formacdo de biofilme com a viruléncia das cepas. E possivel que os mecanismos de
formagao de biofilme por bactérias estejam interligados com mecanismos inerentes a

sua patogenicidade (Katongole, 2020).

A compreensao dos aspectos genéticos das bactérias Escherichia coli é essencial para
o desenvolvimento de estratégias eficazes de prevengdo, controle e tratamento.
(Schwarz, 2018) O mesmo pode ser dito quanto a formagao de biofilme por essas

bactérias. Katongole, 2020, afirma que a formacéao de biofilme por E. coli € um fenbmeno



multifacetado, influenciado por fatores genéticos que regulam a adeséo, a produgéo de
matriz extracelular e a comunicacéao celular. O ambiente também desempenha um papel
crucial, influenciando a robustez e a persisténcia do biofiime. (Beebout, 2019) A
compreensao dos mecanismos subjacentes a formacgao de biofilme em E. coli é essencial
para o desenvolvimento de estratégias que visem controlar infecgbes bacterianas e

prevenir a formacéo de biofilmes em superficies médicas e industriais. (Henly, 2019)

2. REVISAO DE LITERATURA

As bactérias do género Escherichia coli ttm grande capacidade de colonizar o trato
gastrointestinal de humanos e animais, onde desempenham papéis tanto benéficos
quanto patogénicos. (Vega-Manriquez, 2020) A aderéncia as superficies celulares € um
passo crucial para o estabelecimento da colonizagdo bacteriana e subsequente
desenvolvimento de infecgdes. (Zhao, 2020) Os genes de aderéncia em E. coli codificam
uma variedade de fatores que facilitam a fixacao das bactérias as células hospedeiras e
superficies bidticas e abidticas. Segundo Medina, 2019, um dos genes mais bem
estudados é o gene fimH, que codifica a proteina FimH, componente essencial das
fimbrias tipo 1, estruturas filamentosas que desempenham um papel crucial na aderéncia
inicial as células epiteliais. Além disso, outros genes de aderéncia, como os que
codificam fimbrias P e curli, foram identificados como importantes para a colonizacéo de

diferentes nichos dentro do hospedeiro. (Colombel, 2018)

Os genes de aderéncia desempenham um papel crucial na capacidade das bactérias E.
coli de colonizar o trato gastrointestinal de caes e estabelecer infec¢des. A aderéncia é
0 primeiro passo na patogénese bacteriana, permitindo que as bactérias se fixem as
células hospedeiras e fomites, facilitando a colonizagdo e subsequente proliferagao.
(Jacob, 2020) Wang, 2020, e Jacob, 2020, afirmam que um dos genes de aderéncia em
bactérias E. coli que afetam caes, o gene fimH, que codifica a proteina FimH, é um
componente essencial das fimbrias tipo 1. As fimbrias tipo 1 sédo estruturas filamentosas

que desempenham um papel crucial na aderéncia inicial das bactérias as células



epiteliais intestinais. (Jacob, 2020) A proteina FimH reconhece e se liga a receptores
especificos na superficie das células hospedeiras, promovendo a aderéncia e a
colonizagao bacteriana. Jacob, 2020, demonstram que mutagdes no gene fimH podem
afetar a capacidade de aderéncia de E. coli a células epiteliais e influenciar sua viruléncia

nas infecgcdes em caes.

Além do gene fimH, outros genes de aderéncia foram identificados em cepas de E. coli
associadas a infec¢gdes em caes. (Lyle, 2018; Wang, 2020) Por exemplo, os genes que
codificam fimbrias P e curli foram implicados na aderéncia de E. coli a superficies bibticas
e abidticas, incluindo células epiteliais intestinais e dispositivos médicos. Essas
estruturas de aderéncia permitem que as bactérias formem biofilmes, comunidades
bacterianas altamente organizadas que conferem resisténcia a fatores ambientais e

antimicrobianos, contribuindo para a cronicidade das infecgdes. (Ogasawara, 2020)

A regulacdo dos genes de aderéncia em E. coli € complexa e altamente regulada,
envolvendo uma variedade de fatores ambientais e de sinalizagdo. Dissanayake, 2023
explora que a expressao dos genes de aderéncia pode ser influenciada por fatores como
pH, temperatura, disponibilidade de nutrientes e interagdes com o hospedeiro. Além
disso, sistemas de regulacao global, como os sistemas de dois componentes e as redes
de regulagédo de pequenos RNAs, desempenham papéis importantes na modulagéao da
expressdo dos genes de aderéncia em resposta a sinais ambientais e fisiologicos.
(Dissanayake, 2023; Ogasawara, 2020)

Rajashekara, 2021, explica que os genes de patogenicidade em E. coli estdo associados
a capacidade da bactéria de causar doengas e incluem genes que codificam fatores de
viruléncia, como toxinas, proteinas de secrec¢ao e sistemas de secrecio. Pitout, 2019,
exemplifica que os genes que codificam as toxinas Shiga (stx) sado caracteristicos das
cepas de E. coli enterohemorragica (EHEC) e estao intimamente ligados a patogénese
da sindrome urémica hemolitica (HUS) e colite hemorragica. Da mesma forma, os genes
que codificam os fatores de adesédo intimina (eae) e intimina-like (lifA) desempenham
papéis importantes na aderéncia e formacao de lesdes intimais nas células epiteliais
intestinais. (Vega-Manriquez, 2020; Zhao, 2020)
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Os genes de patogenicidade das E. coli que afetam caes podem variar dependendo do
tipo de patdégeno e da cepa envolvida, cada uma com seus proprios conjuntos de genes
de viruléncia. Blanco, 2020, exploram que as cepas Escherichia coli Enterotoxigéncia
(ETEC) causam diarréia em caes e em outros animais, sendo 0s principais genes
aqueles que codificam as toxinas termolabeis (LB) e termoestaveis (ST), responsaveis
pela producao de toxinas que induzem a secrecéo de liquidos no intestino, o que leva a
diarreia. Blanco, 2020, também disserta sobre as cepas Escherichia coli
Enteropatogéncia (EPEC), associada a diarreia em filhotes. Segundo Blanco, 2020, e
Katongole, 2020, o principal gene de viruléncia associado a EPEC & o gene eae
(intimina), que codifica uma adesina que permite a aderéncia da bactéria as células
intestinais, resultando em lesdes intimais. Ainda Blanco, 2020, e Rankin, 2017, afirmam
que as cepas Escherichia coli Uropatogénica (UPEC) causariam infec¢gdes do trato
urinario de caes e aponta como principais genes de viruléncia aqueles envolvidos na
aderéncia as células epiteliais do trato urinario, como os genes pap (P-fimbriae) e sfa/foc
(S/F1C-fimbriae), bem como genes envolvidos na invesdo e formacado de biofilme.
Rankin, 2017, e Medina, 2019, apontam que cepas Escherichia coli Enterohemorragica
(EHEC) sdo menos comuns em caes do que em humanos, porém podem causar diarreia
sanguinolenta e, até mesmo sindrome hemolitica-urémica (HUS) e, casos graves. Para
tais cepas, os genes mais importantes segundo Rankin, 2017, seriam aqueles

responsaveis por danificar as células do revestimento intestinal.

Pitout, 2019 também afirma que a presenga e a expressao dos genes de aderéncia e
patogenicidade em cepas de E. coli estdo associadas a viruléncia e ao perfil de
patogenicidade da bactéria. Assim, a identificagdo desses genes em cepas isoladas de
casos clinicos e surtos epidemioldgicos € essencial para o diagnostico, tratamento e

prevencgao de infecgbes bacterianas causadas por E. coli patogénicas. (Qvortrup, 2019)

A forca e a robustez do biofilme formado por E. coli podem ser influenciadas por fatores
ambientais como a disponibilidade de nutrientes, pH e temperatura, além da
caracteristica da superficie de adeséao. (Zhao, 2020) A disponibilidade de nutrientes pode
afetar a densidade e a espessura do biofilme. (Henly,2019) Condi¢des ambientais

extremas podem aumentar a produ¢ao de matriz extracelular, tornando o biofilme mais
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resistente. (Blanco, 2020) Superficies rugosas ou hidrofébicas podem favorecer a

formacao de biofilmes mais fortes. (Salgado-Caxito, 2021)

3. JUSTIFICATIVA

As bactérias Escherichia coli sdo bastante estudadas por desempenharem um papel
essencial na saude intestinal de mamiferos, incluindo caes. Apesar de sua prevaléncia
como parte da microbiota intestinal normal, algumas cepas de E. coli podem manifestar
potencial patogénico, representando uma preocupacao significativa para a medicina

veterinaria e a saude publica.

A partir do estudo da formacdo de biofime e da possivel correlacdo entre a
patogenicidade em cepas de E. coli, sera possivel compreender melhor os mecanismos
subjacentes a viruléncia bacteriana e sua relagdo com a colonizagao intestinal. Essa
abordagem visa elucidar se certos padrées na formacgao de biofilme estdo associados a
cepas de E. coli que mantém um estado benigno no intestino de cdes saudaveis ou se

existem sinais precoces de potencial patogénico latente.

4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo tem como objetivo investigar a formagéo de biofilme por bactérias
Escherichia coli, com foco na compreensao das implicagées que essa caracteristica pode
ter para a saude animal e potencialmente para a saude humana. Entender se ha
diferenca na formacdo de biofilme entre cepas comensais e patogénicas, e se essa

caracteristica pode potencializar sua viruléncia.

Avaliar como a formacao de biofilme pode influenciar a capacidade das bactérias
causarem doencas em mamiferos, incluindo infec¢gées urinarias, gastrointestinais, e
outras infeccbes sistémicas. Embora tradicionalmente vistas como inofensivas, é
possivel que essas cepas possam apresentar riscos ocultos quando formam biofilmes,

como o de se tornar mais resistente a antibioticos e a capacidade de persistir em
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ambientes hospitalares ou domésticos, representando assim uma ameacga a saude

publica.

O estabelecimento de graus de formagéao de biofilme pode ser diferente entre géneros e
entre cepas, o que pode contribuir para avaliar a patogenicidade e viruléncia de

determinada bactéria.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Este estudo fornecera as ferramentas para entender a dinamica da colonizacao
bacteriana e os riscos associados a disseminagao de cepas patogénicas. Além disso,
pode influenciar estratégias de manejo da saude intestinal canina e a implementagao de

medidas preventivas contra infecgdes bacterianas.

Ao investigar a correlagcdo entre a formagao de biofilme em E. coli isoladas de caes
saudaveis e a formacado de biofilme nas cepas patogénicas desta bactéria,
contribuiremos para uma melhor compreensado da microbiota intestinal canina e para o
desenvolvimento de abordagens mais eficazes na prevencdo e controle de doengas

bacterianas, beneficiando tanto a saude animal quanto a saude publica.

5. METODOLOGIA

As bactérias Escherichia coli foram obtidas a partir das fezes de cdes higidos. As
bactérias estavam preservadas em glicerol em Eppendorfs de 2mL, totalizando 54
amostras, as quais fazem parte do banco de germoplasma do Laboratério de
Microbiologia Veterinaria do Hospital Veterinario de Pequenos Animais da Universidade
de Brasilia. A fim de conduzir o experimento, as bactérias foram recultivadas em Agar
Sangue (AS) e Brain Heart Infusion Broth (Caldo BHI). Para tal, foram utilizadas placas
de Petri descartaveis estéreis 90x15mm e tubos estéreis13x100mm. Para fins de
controle positivo, foram utilizadas Cepas Microbianas Liofilizadas - Escherichia coli -
E004. Aformacéao de biofilme em placas de microtitulagao foi a técnica utilizada, sendo

observada em placas para cultura de células de 96 pogos e fundo chato (TCP 011096).
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A leitura das placas para cultura de células foi realizada no equipamento Thermo Plate
leitora de microplaca TP-READER.

O experimento procedeu-se a partir do proposto por Coffey & Anderson, 2014, e Allkja,
2020. Inicialmente, cultivam-se os in6culos em caldo BHI e procede-se a incubacdo em
estufa a 37°C por 24 horas. Em seguida, cultivam-se os indculos obtidos no caldo BHI
em AS, incubando a 37°C por 24 horas. Logo, suspender uma colénia do AS e cultivar
em caldo BHI a 37°C por 24 horas. Entao, deve-se preparar as suspensdes para atingir
a absorbancia desejada para esse experimento subjetivamente, 0,5 McFarland
(MCFARLAND, 1907). A seguir, preparam-se as microplacas inoculando 3 pogos com o
controle negativo (200uL de BHI), 3 pogos com o controle positivo (200uL de Escherichia
coli EO04), e o restante dos pogos com as amostras preparadas e em triplicata. Cada
placa deve ser coberta com filme plastico e incubada em estufa a 37°C por 24 horas.
Logo, deve-se descartar o conteudo dos pogos. Seguindo, os pogos sao lavados com
250uL de solugao salina a 0,9%. Entao, as bactérias séo fixadas com 200uL de metanol,
aguardando 15 minutos para a proxima etapa. Os pogos sao, entdo, esvaziados e
deixados para secar em temperatura ambiente por 1 hora. Logo, utiliza-se 200uL de
cristal violeta a 2% para corar os pogos, aguardando 5 minutos. Retira-se o corante e
lava-se com agua destilada, deixando secar em temperatura por pelo menos 20 minutos.
Entao, o biofilme, que ja pode ser visualmente observado por conta do corante, deve ser
ressuspendido com acido acético glacial a 33%. Procede-se a leitura com o leitor de
microplaca programado com a Densidade Optica (OD) a 550nm. A leitura da formagéo
de biofilme é feita da seguinte forma: a bactéria é considerada nao formadora de biofilme
caso o resultado da densidade oOptica seja menor que o resultado controle; obtém-se o
grau Fraco caso o resultado esteja entre o valor controle e duas vezes o valor controle;
obtém-se o grau Moderado caso o resultado esteja entre duas vezes o valor controle e
quatro vezes o valor controle; e o grau Forte é estabelecido quando o resultado da
densidade Optica € quatro vezes maior que o valor controle. Isto pode ser observado com

ajuda da Tabela 1.
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Tabela 1. Grau de formacéo de biofilme de uma bactéria segundo a Densidade Optica.
Nao formador ODresultado < ODcontrole

Fraco ODcontrole < ODresultado < 2X ODcontrole
Moderado 2% ODcontrole < ODresuitado < 4X ODcontrole

Fonte: Coffey & Anderson, 2014; Allkja, 2020.

Figura 1. Microplaca inoculada corada.

—

Fonte: Arquivo pessoal.

6. RESULTADOS

A partir dos resultados do experimento e seguindo a Tabela 1, estabeleceu-se a Tabela
2 para mensuragao da formacgao de biofilme pelas bactérias Escherichia coli de caes do
Hospital Veterinario (HVET) de Pequenos Animais da Universidade de Brasilia (UnB). O
valor da densidade O6ptica das amostras controle, ou seja, o meio liquido BHI sem
indculos, foi 0,0430. Entdo, seguindo o estabelecido pela Tabela 1, bactérias nao

formadoras de biofilme teriam valor menor que 0,0430, aquelas no grau Fraco teriam
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valor entre 0,0430 e 0,0860, as de grau Moderado teriam valor entre 0,0860 e 0,1720, e

o grau Forte ficou estabelecido para as cujo resultado for maior do que 0,1720.

Tabela 2. Grau de formacgao de biofilme de Escherichia coli segundo a Densidade
Optica.

N&o formador ODresultado < 0,0430

Fraco 0,0430 < ODresultado < 0,0860

Moderado 0,0860 < ODresuttado < 0,1720

Fonte: Coffey & Anderson, 2014; Allkja, 2020.

Assim, construiu-se a Tabela 3, onde é possivel observar a formacéo de biofilme das
bactérias Escherichia coli coletadas. Uma vez que os resultados foram obtidos com
amostras em ftriplicata, foi calculada a média aritmética destes, obtendo os resultados
mostrados nas Tabelas 2 e 3. As amostras a serem testadas foram nomeadas de E1 a
Es4 , @ amostra controle positivo Escherichia coli E004 foi nomeada Acontrolep , € @ amostra
controle negativo (caldo BHI n&o inoculado) foi nomeada Acontrolen . A Tabela 3 mostra a

meédia dos resultados obtidos em triplicata para cada inéculo.
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Tabela 3. Formagéo de biofilme de Escherichia coli do banco de germoplasma do
Laboratério de Microbiologia Veterinaria do HVET segundo a Densidade Optica.
Acontrolep = E23 = 0,1057 Ess = 0,0637 E47 = 0,0760
0,1627
Acontrolen =| E12=0,1513 E24 = 0,1027 Ess = 0,1417 E4s = 0,0220
0,0430
E2s = 0,1397 Es7 = 0,1083 E49 = 0,0360
E2=0,1270 E2s = 0,0830 Ess = 0,1283 Eso = 0,1140
Es =0,1203 E27 = 0,0620 ; Es1 = 0,0680
E4=0,1360 E2s =0,1190 E40 = 0,1007 Es2 = 0,0937
E29 = 0,096 E41 =0,0760 Esz = 0,1037
E42=0,0770 Es4 = 0,1170
Es1 =0,0917 E43 = 0,0883 -
Es2 =0,0643 E44 = 0,0483 -
Ess = 0,0867 E4s = 0,0687 -
E2 =0,1117 Ess =0,1103 E4 = 0,1133 -

Fonte: Arquivo pessoal.

Segundo a Tabela 3, os 19 in6culos E+, Es, Es, E7, Es, Eg, E10, E11, E13, E14, E15, E1s, E17,
E1s, E19, E20, E21, E30, € E39 formam biofilme no grau Forte, totalizando 35,19%. Ja os 24
inodculos Ez, Es, E4, Eq2, E22, E23, E24, E2s, E2s, E29, E31, E33, Es4, Ese, E37, E3s, E40, Ea1,
E43, E4e, Es0, Es2, Es3, € Es4 formaram biofilme no grau Moderado, ou seja, 44,44%. Em
seguida, os 9 indculos Eze, E27, Es2, E3s, E42, E44, E4s, E47, € E51 formaram biofilme no
grau Fraco, a saber, 16,67%. Por fim, os 2 in6culos Eass, e E49, ndo formaram biofilme,

representando 3,7%.

7. DISCUSSAO

Neste estudo, investigamos a correlagéo entre a formagao de biofilme por cepas nao
patogénicas de Escherichia coli e seu potencial de se tornarem patogénicas, a fim de

compreender melhor os mecanismos que contribuem para a viruléncia bacteriana.
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As bactérias Escherichia coli obtidas de fezes de cées higidos sdo inicialmente néo
patogénicas, visto que os cdes foram avaliados por médicos veterinarios no Hospital
Veterinario de Pequenos Animais da Universidade de Brasilia e ndo mostravam
clinicamente sinais de doenca gastrointestinal ligada a infecgdes bacterianas. E
importante estudar as caracteristicas das bactérias Escherichia coli pois estas bactérias
sdo comensais e podem agir como oportunistas quando da ocasido de outras doencgas

gastrointestinais, levando ao agravamento destas (Massella, 2021; Zhao, 2020).

A formacéo de biofilmes € um processo complexo e multifasico, onde micro-organismos,
especialmente bactérias, aderem a superficies e formam comunidades estruturadas e
protegidas por uma matriz extracelular. (Wittum, 2022) Esse fendmeno tem importancia
significativa em diversos contextos, incluindo ambientes clinicos, industriais e naturais.
(Dissanayake, 2024) Bactérias da familia Enterobacteriaceae, como a Escherichia coli,
sdo conhecidas por sua capacidade de formar biofilmes, o que tem implicagdes em

infecgbes persistentes e resisténcia antimicrobiana. (Siqueira, 2021)

A formacao de biofilme & um fator critico para a sobrevivéncia de E. coli em ambientes
hostis, proporcionando protecao contra agentes antimicrobianos e resposta imune do
hospedeiro (Ageorges, 2020). A capacidade de formacao de biofilme de cepas de E. coli
patogénicas (ETEC e EHEC) é significativamente maior em comparagdo as cepas
comensais (Dissanayake, 2024), o que contribui para a persisténcia destas cepas em
ambientes intestinais e extraintestinais e contribui para o seu potencial de

patogenicidade, além de resisténcia a antimicrobianos. (Jacob, 2020)

Outras bactérias da familia Enterobacteriaceae, como Klebsiella pneumoniae e
Salmonella Typhimurium, sao formadoras de biofilme em diversos graus (Siqueira, 2021),
obtendo grau Forte de formacao de biofilme principalmente quando também avaliados
patogenicidade e viruléncia. (Fernandes, 2022) Nesse interim, Bujhakova, 2021, discute
as etapas de formacao de biofiime, a saber, adesao inicial, adesdo irreversivel,
maturacado de biofilme, e desprendimento e dispersédo, além de trabalhar o grau de
formacdo de biofiime de Escherichia coli em outros contextos além do intestinal,
encontrando resultados semelhantes a Fernandes, 2022, quanto ao grau de formagéao

de biofilme e a correlagdo com patogenicidade dessa bactéria.
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O experimento mostrou que a maior parte dos inoculos estudados (44%) obteve grau
moderado de formacgéo de biofilme, corroborando com o inéculo controle, que obteve o
mesmo grau. Porém, observamos 35,19% de indculos com grau forte de formacéo de
biofilme, o que sugere uma correlagdo entre a capacidade de formacgao de biofilme e o
potencial patogénico das Escherichia coli estudadas, tendo como base Ageorges, 2020.
Seria necessaria a metodologia de Clermont, 2013, a fim de identificar o filogrupo das E.
coli estudadas e, assim, ter mais informag¢des sobre a possibilidade patogénica destas
bactérias, ainda que em situagao nao patogénica. Ainda assim, os resultados estdo em
consonancia com o que Siqueira, 2024, encontraram em relagao a forca de formacao de
biofilme, além dos encontrados por Dishan, 2022, corroborando com a sugestdo de que
a forca de formacdo de biofiime pode estar correlacionada a patogenicidade dos
isolados. Ainda, Ribeiro, 2022, mostra que Escherichia coli em outros ambientes que nao
o gastrointestinal € uma bactéria preocupante, mas que também estudam a formacgao de
biofilme neste contexto, encontrando grau de formagdo de biofiime que tornam a
Escherichia coli dificil de tratar. Assim, os resultados do presente estudo encontraram
resultados semelhantes na literatura e podem auxiliar médicos veterinarios no tratamento

e prevencao das infecgcdes por Escherichia coli.

8. CONSIDERAGOES FINAIS

A capacidade de cepas nao patogénicas de Escherichia coli de formar biofilmes pode ser
um fendbmeno subestimado na literatura cientifica. Tradicionalmente, estas cepas sao
consideradas menos virulentas, porém alguns autores sugerem que essas cepas
possuem potencial para desenvolver caracteristicas associadas a patogenicidade
através da formacgao de biofilmes. Este comportamento pode representar um mecanismo
evolutivo que contribui para a resisténcia a condicdes adversas e facilita a colonizacao

em ambientes hostis.

A correlacao entre a formacao de biofilmes e a patogenicidade sugere que a presenca
de biofilmes pode servir como um precursor ou facilitador de infecgdes oportunistas,
especialmente em individuos imunocomprometidos. Ressalta-se a importancia de

considerar biofilmes de cepas ndo patogénicas de E. coli em contextos clinicos e de
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saude publica, pois podem atuar como reservatérios de resisténcia antimicrobiana e

potencialmente transformar-se em agentes patogénicos sob as circunstancias certas.

Estudos adicionais sdo necessarios para uma compreensao mais completa da possivel
correlagao entre formacéo de biofilme e patogenicidade em cepas de E. coli que afetam
os caes. O papel das E. coli ndo patogénicas para o ambiente e para a microbiota de
caes deve também ser mais estudado para melhor entender se estas tém mais
importancia na patogénese das infec¢gées em caes. Abordagens terapéuticas inovadoras
que visam a interrupgéo da formagao de biofilmes podem ser fundamentais para mitigar
0S riscos associados a essas bactérias, destacando a necessidade de integrar
consideragdes sobre biofilmes em estratégias de controle de infecg¢des e politicas de uso

de antibidticos.
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