UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA
FILHO”

FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

ESTUDO DE VIGILANCIA BACTERIOLOGICA:
ISOLAMENTO, FATORES DE VIRULENCIA E
RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE CEPAS DE
Escherichia coli ISOLADAS DE GATOS DOMESTICOS NA
REGIAO DE RIBEIRAO PRETO.

Marly Cristina Wanderley Caliman

Médica Veterinaria

JABOTICABAL — SAO PAULO - BRASIL
Junho de 2010



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA
FILHO”

FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS
CAMPUS DE JABOTICABAL

ESTUDO DE VIGILANCIA BACTERIOLOGICA:
ISOLAMENTO, FATORES DE VIRULENCIA E
RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE CEPAS DE
Escherichia coli ISOLADAS DE GATOS DOMESTICOS NA
REGIAO DE RIBEIRAO PRETO.

Marly Cristina Wanderley Caliman

Orientador: Prof. Dr. José Moacir Marin

Dissertacdo apresentada a Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias — Unesp,
“Campus” de Jaboticabal, como parte das
exigéncias para a obtencédo do titulo de Mestre
em Microbiologia Agropecuaria.

Area de Concentracdo em Microbiologia
Agropecuaria.

JABOTICABAL — SAO PAULO - BRASIL
Junho de 2010



C153e

Caliman, Marly Cristina Wanderley

Estudo de Vigilancia Bacteriolégica: Isolamento, Fatores de
Viruléncia e Resisténcia Antimicrobiana de Cepas de Escherichia coli
isoladas de Gatos Domésticos na Regido de Ribeirdo Preto / Marly
Cristina Wanderley Caliman. — — Jaboticabal, 2010

xvii, 96 f. :il. ; 28 cm

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, 2010

Orientador: José Moacir Marin

Banca examinadora: Maria de Fatima Martins, Tammy Priscilla
Chioda Delfino

Bibliografia

1. Escherichia coli. 2. Fatores de Viruléncia. 3. Resisténcia
Antimicrobiana. 4. Gatos Domésticos I. Titulo. Il. Jaboticabal-
Faculdade de Ciéncias Agrérias e Veterinarias.

CDU 619:616.981.2:636.8

Ficha catalogréafica elaborada pela Se¢do Técnica de Aquisicdo e Tratamento da Informagdo —
Servico Técnico de Biblioteca e Documentagdo - UNESP, Campus de Jaboticabal.



58,
AvEy

unesp ~ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
CAMPUS DE JABOTICABAL
FACULDADE DE CIENCIAS AGRARIAS E VETERINARIAS DE JABOTICABAL

CERTIFICADO DE APROVAGAO

TITULO: ESTUDO DE VIGILANCIA BACTERIOLOGICA: ISOLAMENTO, FATORES DE
VIRULENCIA E RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE CEPAS DE Escherichia
coli ISCLADAS DE GATOS DOMESTICOS NA REGIAO DE RIBEIRAQ PRE
TO. -

AUTORA: MARLY CRISTINA WANDERLEY CALIMAN
ORIENTADOR: Prof. Dr. JOSE MOACIR MARIN

Aprovada como parte das exigéncias para obtengéo do Titulo de MESTRE em MICROBICLOGIA
ela Comissao frxaminadora:

| hun <

C\J‘(Kv\f_\
Profa. Dra. MARIA DE FATIMA MARTINS

Departamento de Nutrigad e Producdo Animal / Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia -
USP / Pirassununga/

o e Chisda S

Profa. Dra. TAMMY PRISCILLA CHIODA DELFINO
Colégio Técnico Agricola / Faculdade de Ciéncias Agréarias e Veterinarias de Jaboticabal

Data da realizacdo: 25 de junho de 2010.



DADOS CURRICULARES DO AUTOR

MARLY CRISTINA WANDERLEY CALIMAN — Nascida em 11 de junho de 1961,
em Sao Paulo-SP. Graduou-se em Medicina Veterinaria pela Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) Campus de Jaboticabal-UNESP, em
agosto de 1983. Especializou-se em Biologia pela Universidade de Franca
(UNIFRAN) em 1986. Em marco de 2008 iniciou curso de mestrado em
Microbiologia Agropecuaria na FCAV-UNESP Jaboticabal, concluindo-o em julho de
2010. Trabalha em clinica e cirurgia de pequenos animais na cidade de Ituverava
desde 1985. Foi docente da Faculdade de Filosofia Ciéncias e Letras de Ituverava
(FFCL) de 1985 a 2002 onde ministrou a disciplina de Biologia. E docente do curso
de Medicina Veterindria da Faculdade Dr. Francisco Maeda (FAFRAM) em Ituverava
desde 2008 onde ministra as disciplinas de Doencas Infecciosas dos Animais
Domésticos e Epidemiologia e Saneamento Ambiental Aplicado. E membro do
Comité de Etica em Pesquisas da FAFRAM desde 2008. Supervisiona estagio de

conclusao de curso na area de clinica e cirurgia de pequenos animais.



Vi

Ergo os olhos aos montes

De onde vira meu socorro?

O meu socorro vem do Senhor,

Que fez o céu e a terra.

N3ao te deixara tropecar,

O teu guarda jamais dormira!

Sim, nao dorme nem cochila

O guarda de Israel

O Senhor é teu guarda, tua sombra,
O Senhor esta a tua direita.

De dia o sol nao te ferira

Nem a lua de noite.

O Senhor te guarda de todo o mal,
Ele guarda a tua vida:

O Senhor guarda a tua partida e chegada,
Desde agora e para sempre.

Salmo 121 (120) — O Guarda de Israel
Biblia de Jerusalém
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XVi

ESTUDO DE VIGILANCIA BACTERIOLOGICA: ISOLAMENTO,
FATORES DE VIRULENCIA E RESISTENCIA ANTIMICROBIANA DE CEPAS
DE Escherichia coli ISOLADAS DE GATOS DOMESTICOS NA REGIAO DE
RIBEIRAO PRETO.

RESUMO - A resisténcia antimicrobiana em bactérias de origem animal
tem se caracterizado como importante problema de saude publica. No Brasil,
muitos trabalhos tém verificado a presenca de fatores de viruléncia e resisténcia
em cepas de Escherichia coli isoladas de animais de producédo, porém ha poucos
estudos avaliando estes aspectos em animais de companhia. O presente trabalho
verificou o perfil de sensibilidade microbiana e a presenca dos genes codificadores
de adesinas (pap, sfa, afa), de intimina (eae) e de Shiga toxina (stxi, Stxy) em
cepas fecais de E. coli obtidas através de swabs retais de gatos diarréicos e de
saudaveis, e em cepas urinarias de gatos com sintomas de infeccdo do trato
urinario (ITU) apresentados para consultas e vacinagdo em clinicas veterinarias da
regido de Ribeirdo Preto. Entre Janeiro e dezembro de 2009 foram isoladas 205
cepas de E. coli que foram caracterizadas quanto a presenca de genes
codificadores de fatores de viruléncia por PCR e sensibilidade microbiana pelo
método de difusdo em discos. O gene sfa ocorreu em maior abundancia (35,6%)
sendo mais freqliente entre animais com diarréia e ITU que entre os saudaveis. O
gene eae foi verificado apenas entre os diarréicos (2,4%) e sempre associado ao
sfa. O gene pap ocorreu em todos os grupos (22,43%). Genes stx;,Stx; e afa ndo
foram encontrados. As resisténcias predominantemente observadas foram para
cefalotina (42,1%), tetraciclina (20%) e ampicilina (15,8%) entre os isolados dos
gatos diarréicos enquanto nos dos saudaveis as resisténcias mais frequentes
foram tetraciclina (30,5%), cotrimoxazol (17,9%) e ampicilina (20,0%). Gatos com
ITU apresentaram maiores resisténcias para ampicilina (46,7%), cefalotina
(13,3%) e acido nalidixico (13,3%). Multiresisténcia foi encontrada em 8,4%,
17,9% e 33,3% das cepas isoladas de gatos diarréicos, saudaveis e com sintomas
de ITU respectivamente. O fendtipo de resisténcia ampliada aos betalactamicos
(ESBL) ndo foi encontrado. Uma inesperada variagdo na fermentacdo da
sacarose, na descarboxilacdo da lisina e na producédo de gas em algumas cepas
sugere a presenca de E. coli Alkalescens-Dispar entre os isolados.

PALAVRAS-CHAVE: agente antimicrobiano, Escherichia coli, gato, genes de
viruléncia, resisténcia a multiplas drogas.
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BACTERIOLOGICAL STUDY OF SURVEILLANCE: ISOLATION,
VIRULENCE FACTORS AND ANTIMICROBIAL RESISTANCE OF STRAINS OF
Escherichia coli ISOLATED FROM DOMESTIC CATS IN THE REGION OF
RIBEIRAO PRETO.

SUMMARY - Antimicrobial resistance in animal origin bacteria has been
characterized as an important public health problem. In Brazil, many studies have
verified the presence of antimicrobial virulence factors and resistance in strains of
Escherichia coli isolated from livestock, however there are few studies evaluating
these aspects in pets. The current work verified the sensibility profile and the
presence of genes encoding adhesins (pap, sfa, afa) intimin (eae) and Shiga toxin
(stx1, stx2) in E. coli fecal strains obtained from rectal swabs from diarrheic and
healthy cats and urinary strains from cats with symptoms of urinary tract infection
(UTI) presented to be consulted and get vaccination in veterinary clinics in the
region of Ribeirdo Preto. Between January and December 2009 were isolated 205
strains of E. coli that have been characterized for the presence of genes encoding
virulence factors by PCR and microbial sensitibility by disc diffusion method. The
sfa gene occurred in greatest abundance (35.6%) was more common among
animals with diarrhea and UTI than among the healthy. The eae gene was found
only among diarrheic (2.4%) and always associated with sfa. The pap gene
occurred in all groups (22.43%). Genes stx1, stx2 and afa were not found. The
predominantly observed resistance was to cephalothin (42.1%), tetracycline (20%)
and ampicillin (15.8%) among the isolates from diarrheic cats while in the healthy
the tetracycline resistance was most frequent (30.5%), allowed by cotrimoxazol
(17.9%) and ampicillin (20.0%). Cats with UTI showed greater resistance to
ampicillin (46.7%), cephalothin (13.3%) and nalidixic acid (13.3%). Multidrug
resistance was found in 8.4%, 17.9% and 33.3% of strains isolated from diarrheic
healthy and with symptoms of UTI cats, respectively. The phenotype of resistance
extended to beta-lactams (ESBL) was not found. An unexpected change in the
fermentation of sucrose, the decarboxylation of lysine and gas production in some
strains suggests the presence of Alkalescens-Dispar E. coli- among isolates

KEY WORDS: Escherichia coli, cat, antimicrobial agent, virulence genes,

resistance to multiple drugs.



1 - INTRODUCAO

O homem tem mantido um estreito contato com os animais desde tempos
remotos, porém esta convivéncia tem se intensificado, principalmente em relacdo
aos animais de estimacdo, e apesar de cédes e gatos terem sido animais de
companhia por milhares de anos, nunca estes tiveram um papel tdo importante
como componentes da sociedade humana como agora.

A proximidade com estes animais traz inegéveis beneficios ao homem,
porém implica também em riscos a saude, representados principalmente pelas
zoonoses. Tais riscos assumem propor¢cdes ainda maiores diante da possibilidade
de transferéncia de genes determinantes de viruléncia e de resisténcia aos
antimicrobianos entre bactérias de origem animal e humana, bem como entre
bactérias da microbiota normal e micro-organismos patogénicos de diversas
origens.

Em vista destas consideracdes, a bactéria Escherichia coli pode ser
caracterizada como importante patdogeno emergente, pois, apesar de existir
prevalentemente como comensal da microbiota da maioria dos animais de sangue
guente, pode exibir sofisticados mecanismos de viruléncia sendo responsavel por
significativas afeccfes clinicas em homens e animais. Dentre estas afeccdes
podem se destacar: meningite neonatal, septicemia, infec¢cdes do trato urinario, e
diarréia que pode se manifestar tanto de forma branda, autolimitante quanto
caracterizar quadros muito graves como a colite hemorragica e a sindrome
hemolitica urémica.

Apesar da relevancia, apenas recentemente tem-se dado importancia
epidemiologica as cepas de E. coli provenientes de animais de companhia. A
constatacdo da semelhanca entre isolados clinicos desta bactéria dos tratos
intestinal e urinario de homens, cédes e gatos tem sugerido que estes animais
podem estar implicados na transmissdo de cepas patogénicas intestinais e extra-

intestinais para humanos.



Além da viruléncia, a resisténcia a antimicrobianos em cepas de E. coli tem
sido motivo de grande preocupacdo para a saude publica, principalmente diante
da evidéncia de que antibiticos exercem uma pressao seletiva tanto em bactérias
patogénicas quanto nas comensais da microbiota.

Desta forma, o aumento do uso de agentes antimicrobianos na clinica de
pequenos animais, particularmente os de amplo espectro, tais como
fluorquinolonas, cefalosporinas e penicilinas associadas ao acido clavulénico tém
agravado o problema da resisténcia. A emergéncia de fenétipos de resisténcia de
relevancia clinica como, por exemplo, as betalactamases de espectro estendido
(ESBL) e a multiresisténcia em cepas de E. coli de origem animal ilustram bem a
gravidade do problema.

Considerando a natureza da relacdo dos homens com seus animais de
companhia e das implicagbes deste relacionamento em todos os setores da vida
humana, o conhecimento dos riscos acerca desta proximidade e a melhor forma
de evita-los deve ser objeto de estudo.

Portanto, o crescente aumento da resisténcia aos agentes antimicrobianos,
a possibilidade de transferéncia de fatores de viruléncia, a similaridade
compartilhada por varias cepas de E. coli de animais e humanos e a percepcéo de
gue os animais de companhia estdo cada vez mais estreitamente relacionados ao
homem, sdo os motivos que conduzem a presente investigacdo que pretende
isolar cepas de E. coli de fezes de gatos saudaveis ou diarréicos e de urina de
gatos com sintomas de infeccdo do trato urinario, caracterizd-las quanto a
presenca de genes codificadores de viruléncia e ainda verificar a resisténcia

destas cepas a diferentes agentes antimicrobianos.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Escherichia coli

A bactéria Escherichia coli € um micro-organismo anaerodbio facultativo,
Gram negativo, ndo esporulado, pertencente a familia Enterobacteriacea.
Primeiramente denominada Bacterium coli commune, foi, em 1885, identificada
por Theodor Escherich como prevalente na microbiota de individuos saudaveis, e
inicialmente considerada patogénica apenas em sitios extra intestinais. A
constatacdo de sua capacidade de causar doenca no trato intestinal, seu habitat
natural, deu-se mais tarde com o reconhecimento da etiologia bacteriana de
severos surtos de grastroenterite infantil no inicio do séc. 20 atribuidos a uma
cepa de E.coli entdo denominada Bacterium coli neopolitanum (ROBINS-
BROWNE, 1987). Seguiram-se, entdo, varios episodios de diarréia severa
causados por E. coli de origem intestinal, recebendo cada cepa causadora de
epidemia uma denominacdo de acordo com seu descobridor, 0 que obviamente
causou muita confuséo.

Fritz Kauffmann, em 1944, resolveu grande parte da questdo de
identificacdo das cepas pela adocdo de um critério de classificacdo baseado na
sorotipagem que é usado até os dias atuais (com modificacdes). De acordo com
este esquema, E. coli é sorotipada com base na presenca dos antigenos
somaticos (antigeno O), flagelares (antigeno H) e capsulares (antigeno K)
(NATARO & KAPER, 1998).

O antigeno O é parte do lipopolissacarideo (LPS) que compde a parede
celular. A ordem, a composicdo e o numero de oligossacarideos que o formam
conferem a diversidade deste antigeno. Sao conhecidos mais de 180 sorogrupos
O e mais de 60 sorogrupos H, sendo possiveis mais de 10.000 combinacdes entre
estes antigenos (ROBINS-BROWNE & HARTLAND, 2002).

A caracterizacao clinica, epidemioldgica e genética permite que as cepas de

E. coli sejam agrupadas em trés grandes categorias: comensais, patogénicas



intestinais e patogénicas extra intestinais. As sindromes causadas pelas espécies
patogénicas de E. coli podem ser divididas quanto a patogenia e sitios de acao
em: infeccdes do trato urinério, sepse/meningite e gastroenterite (NATARO &
KAPER, 1998).

2.2 - Tipos de E. coli e caracterizacdo epidemioldgica

2.2.1 E. coli comensal e a microflora:

A E.coli comensal da microbiota intestinal € considerada inofensiva para
seu hospedeiro, e apenas em ocasides especiais pode ocasionar doenca, sendo
desta forma considerada um patdégeno oportunista. Contribui para as funcdes
atribuidas a flora, entre as quais podem ser citadas: antibacteriana,
imunomoduladora e nutricional.

O principal mecanismo de acao antibacteriana € através da ocupacédo de
sitios de adesao celulares da mucosa pela flora autoctone, o que forma uma
barreira mecanica a colonizacdo de outras bactérias. Ha outros mecanismos,
como a competicdo pelos nutrientes disponiveis no meio, a producdo de
substancias restritivas ao crescimento de bactérias aldéctones e a producéo in vivo
de substancias com agéo antimicrobiana (TANNOK, 1999; LIEVIN et al, 2000).

A acdo imunomoduladora reflete-se na interacdo de bactérias da
microbiota (e seus produtos) com o sistema imune, com efeitos em sua maturacao
e também na tolerancia imunoldgica (GUARNER & MALAGELADA, 2003; YAN &
POLK, 2004).

Alguns substratos chegam ao lamen do célon ndo digeridos e bactérias da
microbiota podem fermenta-los formando &cidos graxos de cadeia -curta,
facilmente absorviveis e que constituem importante fonte energética para 0s
colondcitos com efeito trofico no epitélio intestinal (EDWARDS & PARRET, 2002).

A microbiota também estd relacionada com a sintese de vitamina K e outras



atividades metabdlicas ainda pouco compreendidas como a conversdo de
colesterol em coprostanol (MIDVEDT et al, 1988).

Muitas varidveis interagem para estabelecer a barreira entre o
comensalismo e a viruléncia em cepas de E. coli. O complexo balan¢o do estado
do hospedeiro com a presenca e expressao de fatores de viruléncia das cepas
bacterianas pode significar a diferenca entre a instalacdo da doenca e os
beneficios atribuidos as cepas comensais para seu hospedeiro (PICARD et al,
1999; KAPPER et al, 2004; EWERS et al, 2007).

Dentre as cepas comensais, uma se destaca particularmente, a E.coli K-
12, que se caracteriza por ser incapaz de colonizar ou sobreviver no ambiente.
Cerca de 20 % do genoma apresentado por cepas virulentas esta ausente nesta
cepa, que apresenta uma mutacao dentro do grupamento de genes rfb que afeta a
organizacao do antigeno O (BLUM et al, 1996 apud MELO, 2006). A maioria das
cepas comensais origina-se do grupo filogenético A (RUSSO & JOHNSON, 2000).

2.2.2 - E. coli patogénicaintestinal ou diarreiogénica:

Sao consideradas patdgenos intestinais primarios, caracterizando-se por
causar gastrenterites ou colites quando ingeridas em quantidade suficiente
(PELCZAR et al, 1997). Sdo atualmente classificadas em seis patotipos: E. coli
enteropatogénica (EPEC); enterotoxigénica (ETEC); shigatoxigénica (STEC)
dentre esta a enterohemorragica (EHEC); enteroinvasiva (EIEC); enteroagregativa
(EAEC) e difusamente aderente (DAEC), de acordo com seus mecanismos de
patogenicidade, fatores de viruléncia, modos de adesdo em culturas de células
epiteliais, e sintomas clinicos que causam (KAPER et al, 2004).

As E.coli patogénicas intestinais raramente causam doencas extra-
intestinais, derivam do grupo filogenético A, B1, D ou linhagens que ndo tém um
grupo especifico, possuem distintos fatores de viruléncia, provavelmente

adquiridos por transferéncia horizontal (plasmideos, fagos e integrons) de



membros distintamente relacionados na evolugdo das linhagens (RUSSO &
JOHNSON, 2000).

Cepas diarreiogénicas estdo entre os primeiros patdogenos para 0s quais
técnicas moleculares de diagndstico foram desenvolvidas e até hoje os métodos
moleculares permanecem como uma das técnicas mais populares e mais
realizaveis para a diferenciacdo entre cepas diarreiogénicas e cepas nao
patogénicas de amostras fecais (NATARO e KAPER, 1998).

2.2.3 - E. coli enteropatogénica (EPEC)

Epidemiologicamente relacionada a diarréia infantl, afeta geralmente
criancas de até dois anos e é considerada de alta morbidade em paises pobres,
podendo inclusive apresentar uma mortalidade elevada (ROBINS-BROWNE &
HARTLAND, 2002).

As bactérias aderem a membrana plasmatica do enterOcito e causam
destruicdo das microvilosidades adjacentes. A lesdo é denominada “attaching and
effacing” e se caracteriza por causar degeneragdo dos enterdcitos e leve
inflamacado da lamina prépria. Ocorre uma adesao intima que resulta no rearranjo
do citoesqueleto, com consequente encurtamento das microvilosidades e perda da
capacidade absortiva. Trés etapas podem ser descritas na patogénese da leséo
por EPEC: aderéncia localizada, transducéo de sinal e intima aderéncia (NATARO
& KAPER, 1998).

Foi relatado um outro tipo de EPEC no qual o plasmideo EAF esta ausente,
assim o gene bfp contido neste plasmideo e que codifica a fimbria BFP também
estd ausente. Esta EPEC é chamada EPEC atipica (aEPEC). NGUYEN et al
(2006) compararam casos de diarréias causadas por EPEC e aEPEC e chegaram
a conclusdo que a infeccao por esta Ultima caracteriza-se por um quadro mais
brando, porém mais demorado.

Além de ocorrer em criancas, as EPECs podem acometer bezerros,
cordeiros, suinos e caes (STELLA et al, 2008; FRANCO et al, 2008). Em gatos



ainda € pouco conhecida a prevaléncia de EPEC, porém POPISCHIL et al (1987)
relataram a presenca de E. coli enteropatogénica exibindo e fenétipo “attaching-
effacing” em gatos com diarréia e MORATO et al (2008) citam gatos como
provaveis reservatorios para humanos, tendo encontrado esta bactéria tanto em

gatos diarréicos como em saudaveis.

2.2.4 - E. coli enterotoxigénica (ETEC)

As infec¢Oes caudadas por ETEC acometem principalmente criangcas em
paises em desenvolvimento e viajantes destas areas (KUHNERT et al, 2000;
ROBINS-BROWNE & HARTLAND, 2002).

Segundo artigo publicado pela Organizacdo Mundial da Saude, cepas
ETEC séo responsaveis por 380.000 mortes anuais (WHO, 1999). Porém, GUPTA
et al (2008) registraram um reduzido numero de estudos sobre a incidéncia de
ETEC em paises com indices de desenvolvimento humano (HDI) baixo e médio,
sugerindo que mais pesquisas e melhor padronizacdo da definicdo molecular de
infeccdo por ETEC serédo necessarias para comparar resultados entre estudos e
fornecer dados mais precisos.

Os principais sintomas incluem fezes aquosas, vomitos, nauseas e célicas
intestinais. A diarréia pode ser branda e autolimitante em alguns casos, em outros,
0s sintomas sdo muito mais severos, havendo muita semelhanca com a sindrome
diarréica da célera, ocasionada por V.cholerae (KAPER et al, 2004).

A patogenia deve-se a habilidade da bactéria de expressar enterotoxinas e
adesinas que permitem a colonizacdo de células do epitélio intestinal. Estas
adesinas, conhecidas como antigeno fator de colonizacdo (CFA-“colonization
factor antigens”), permitem a ligacédo da bactéria as células da mucosa do intestino
delgado, regido onde a E. coli ndo ocorre em elevado numero. Estes fatores de
colonizacdo geralmente sao fimbrias de superficie e se ligam a receptores
especificos da célula. Varias fimbrias foram identificadas: a fimbria Tipo |,

antigamente classificada como antigeno capsular (K), K-99 atual F-5, K-88 atual



F4, outras adesinas como F41 e G87P (F-6). Enquanto ha uma grande variedade
de fatores de coloniza¢do produzidos por esta bactéria, apenas duas variedades
de enterotoxinas sdo secretadas, as termolédbeis (LT) e as termoestaveis (ST). As
LTs sdo estreitamente relacionadas com a toxina da cdlera, tanto biolégica como
antigenicamente (ROBINS-BROWNE & HARTLAND, 2002).

Estas infeccbes também  acometem  animais recém-nascidos,
principalmente leitdes, bezerros, cordeiros (KUHNERT et al, 2000) e cées
(HAMMERMUELLER et al, 1995). ABAAS et al (1989) observaram associagao

significativa entre diarréia felina e a presenca de verotoxina.

2.2.5 - E. coli shigatoxigénica (STEC)

As cepas STEC sao caracterizadas por causar diarréia sanguinolenta,
acometendo prevalentemente criancas e idosos em paises desenvolvidos.
Também podem causar lesdes tipo “attaching-effacing” no intestino grosso, e nos
casos mais severos, necrose. Tornou-se notoria apos dois grandes surtos em
1982 nos EUA, relacionados ao consumo de hamburguer mal cozido. Estes surtos
foram atribuidos a cepa O157: H7. Os sintomas clinicos incluem: coélica abdominal
e diarréia inicialmente aquosa que progride para hemorragica. Em paises
desenvolvidos € uma das principais causas relacionadas a diarréia associada a
sindrome hemolitica urémica (ROBINS-BROWNE & HARTLAND, 2002), podendo
ocorrer em 2 a 7 % dos individuos acometidos (CLARKE, 2001).

Bovinos e pequenos ruminantes sdo considerados o0s principais
reservatorios naturais de cepas STEC que acometem humanos (BETTELHEIM,
2003). A transmissdo ocorre por alimentos contaminados, como carne, leite,
gueijos ndo pasteurizados, agua, contato pessoal ou pode ser transmitida por
animais (CLARKE, 2001; TRABULSI et al, 2002). A dose infectante é baixa,
bastando 100 micro-organismos para causar a doenca (NATARO & KAPER,
1998).



Inicialmente distinguia-se das demais cepas de E. coli pelo sorotipo (O157:
H7), mas logo outra caracteristica tornou-se fundamental em sua classificagcéo: a
producdo de uma toxina semelhante a toxina produzida pela Shigella dysenteriae,
a shiga-like toxina, também denominada verotoxina. Em Shigella, o gene que
codifica tais toxinas € cromossdmico, enquanto na EHEC pode ser transmitido por
bacteri6fagos (ROBINS-BROWNE & HARTLAND, 2002).

PATON & PATON (1998) descrevem a ocorréncia de dois principais grupos
antigénicos destas toxinas: Stxl (VT-l) e Stx2 (VT-II). Curiosamente as células
epiteliais do intestino humano sdo parcialmente resistentes & acédo citotéxica de
Stx, entretanto a toxina € capaz de atravessar o epitélio intestinal e alcancar
células do endotélio de vasos que suprem o intestino, o rim, pancreas e outras
visceras como cérebro e coragcdo. A série de eventos, a partir desta lesao
vascular, pode resultar em coagulacao intravascular, que por sua vez resulta em
trombocitopenia, micro angiopatia, anemia hemolitica, com hemodlise e
consequente faléncia renal, caracterizando a sindrome classica da HUS (sindrome
hemolitica urémica) (ROBINS-BROWNE & HARTLAND, 2002).

Existem poucos dados a respeito da ocorréncia em caes e gatos, KRAUSE
et al (2005) analisaram a ocorréncia de cepas causadoras de lesdes “attaching-
effacing” em varias espécies de animais domésticos encontrando menores
prevaléncias entre cées (7,2%) e gatos (6,5%). SANCAK et al (2004) encontraram
maior ocorréncia de genes eae, codificadores de lesdes do tipo A/E e de genes
codificadores para verocitotoxina entre os caes diarréicos que entre os saudaveis,
enquanto PAULA (2007) relata a ocorréncia de STEC em 23% de cepas de E. coli
isoladas de caes diarréicos. BUSCH et al (2007) relataram um caso de diarréia
sanguinolenta em uma crianca de 2 anos causada por uma cepa STEC, tendo

isolado uma cepa idéntica de seu gato assintomatico.
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2.2.6 - E. coli enteroinvasiva (EIEC)

Infec¢des por EIEC ocorrem em humanos de todas as idades, sendo mais
comum em paises menos desenvolvidos (ROBINS-BROWNE & HARTLAND,
2002). A principal patologia consiste na inflamagdo e erosdo da mucosa,
principalmente no intestino grosso. Ha uma intima penetracdo da bactéria na
mucosa, ao contrario do que acontece nas infec¢des por ETEC, e a ulceracdo da
mucosa é consequéncia desta penetracao.

A penetracdo dos enterdcitos ndo se da pelo lumem e sim através das
células M, que sdo as principais constituintes do tecido que circunda o foliculo
linféide. Conseguem evitar a fagocitose ap0s penetrar no epitélio por induzir
apoptose nos macrofagos. NATARO & KAPER (1998) consideraram 0 mecanismo
causador da diarréia pouco conhecido e supdem o envolvimento de enterotoxinas
codificadas por plasmideos. NAVANEETHAN & RALPH (2008), atribuem aos
patdgenos invasivos (como EIEC) a capacidade de produzir citotoxinas além de
desencadearem reacao inflamatoria aguda, ativando citoquininas e mediadores
inflamatadrios, o que poderia explicar a diarréia.

Estas cepas estdo estreitamente relacionadas com Shigella, com a qual
compartilham varios fatores de viruléncia. Tais fatores estdo codificados por genes
encontrados em um grande plasmideo, formado por aproximadamente 220kb
(SASAKAWA et al, 1992). Entre os genes encontrados neste plasmideo estdo os
gue codificam as proteinas do sistema de secrecao lll, responsaveis por eventos
de sinalizacéo, rearranjo do citoesqueleto, lise do vacuolo endocitico, entre outras
aclOes (KAPER et al, 2004). Apresentam ainda outros fatores de viruléncia como
sistema de captacao do ferro e proteases, entre elas a serina protease.

PASS et al (2000) isolaram genes Einv (responsaveis pela invasdo da
mucosa) em cdes com diarréia, mas ndo relataram registro de cepas EIEC em

cées até o presente momento.
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2.2.7 - E. coli enteroagregativa (EAEC)

Apresenta distribuicdo epidemiolégica semelhante & ETEC, acometendo
principalmente criangas de paises em desenvolvimento e viajantes destas areas.
Também estd relacionada a sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS)
associada a diarréia (THEA et al, 1993 e MAYER et al, 1995). Caracteriza-se por
causar uma diarréia persistente, sendo observadas inflamacdo e mudancas
citotoxicas em células do intestino. S&o varios os fatores de viruléncia associados
a EAEC, e complexos mecanismos interagem com as defesas do hospedeiro
determinando ou ndo o surgimento de sintomas. Nem todas as cepas causam
diarréia em humanos (DAVID et al, 2003). REGUA-MANGIA et al (2009)
pesquisaram a resisténcia a antimicrobianos em cepas de EAEC provenientes de
criancas com e sem diarréia no Rio de Janeiro e também n&do encontraram
associacao significativa quanto a resisténcia nos dois grupos, e embora tenham
encontrado mais EAEC nas cepas provenientes de criancas com diarréia,
estatisticamente ndo foi constatada diferenca em relacdo ao grupo controle,
corroborando com o conhecimento prévio sobre a relacdo de EAEC com diarréia.

A adesédo destas bactérias deve-se a presenca de fimbrias de aderéncia
agregativa (AAFs) (CZECZULIN et al, 1999). KAPER et al (2004) relataram a
presenca de uma proteina, a dispersina, que esta associada ao efeito agregativo
das AAFs.

Na patogénese de EAEC estdo envolvidos trés estagios: aderéncia por
meio das fimbrias, formacédo de biofilme pelo aumento da producédo de muco pelas
células intestinais induzida pela presenca da bactéria e de suas toxinas e
processo inflamatoério que causam lesdes na mucosa (NATARO & KAPER, 1998).

Estudos relatam a ocorréncia de cepas EAEC em individuos com diarréia
em paises desenvolvidos. E, portanto, considerada um patégeno emergente que
ocorre tanto em paises em desenvolvimento quanto em paises desenvolvidos,
tendo ocorrido surtos no Japdo, em 1993; no Reino Unido, em 1994. HUPPERTZ
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et al (1997) encontraram uma prevaléncia de 2% de cepas EAEC em criancas

com diarréia na Alemanha.

2.2.8 - E. coli difusoaderente (DAEC)

Esta relacionada com diarréia em criangcas com mais de um ano de idade
(KAPER et al, 2004). Cultivadas em células Hep-2 e HelLa apresentam um padréo
caracteristico de aderéncia difusa. Esta aderéncia € mediada por fimbrias (F1845)
e codificada por genes localizados no cromossomo ou em plasmideos (NATARO
et al, 1996).

Cepas DAEC apresentam adesinas da familia designada como Dr, que séao
estruturas localizadas na superficie celular e estdo envolvidas na transducdo de
sinais para a célula hospedeira que culminam com rearranjo do citoesqueleto
levando aos danos celulares. Ligam-se ao DAF (“Decay Accelerating Factor”) ou
CD55, proteina da membrana que regula o sistema de complemento na superficie.
Esta ligacdo torna a célula vulneravel ao efeito cascata por permitir a ligacdo do
complemento C3bBb (KAPER et al, 2004).

N&o foram encontrados trabalhos relacionando DAEC com diarréia em

animais.

2.2.9 - E. coli patogénica extraintestinal (EXPEC)

Sao cepas caracterizadas por causar doencas em outros sitios corporais
gue nao o intestinal. Sob este acrénimo estdo reunidas as cepas uropatogénicas
(causam infeccéo no trato urinario), também chamadas UPEC (Uropathogenic E.
coli); as cepas associadas a sepse e as associadas a meningite neonatal, portanto
capazes de colonizar e produzir doenca nos mais variados sitios anatdémicos
(RUSSO & JOHNSON, 2000; KAPER et al, 2004).

SMITH et al (2007) relataram a prevaléncia de 20% de cepas EXPEC no

intestino de pessoas saudaveis. Séo filogeneticamente e epidemiologicamente
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distintas das cepas comensais e patogénicas intestinais e podem colonizar o
Intestino assintomaticamente.

As cepas UPEC estdo entre as principais causas de infec¢des do trato
urinario (ITU) adquiridas na comunidade (70-95%) e participam em 50% das ITU
nosocomiais (FOXMAN, 2003). Podem ocorrer surtos de ITU por UPEC através de
alimento contaminado, também é relatada a transmissdo por contato sexual
(MANGES et al., 2001; FOXMAN et al., 2002; JOHNSON & DELAVARI, 2002).

WILES et al (2008) concluem que UPEC assim como outras ExXPEC
desenvolveram mudltiplos e redundantes mecanismos para superar os desafios
encontrados no organismo do hospedeiro e que sua patogenicidade é mais
resultado da interac&o de varios fatores de viruléncia do que da acao especifica de
um ou outro fator.

Dentre os varios fatores que possibilitam a colonizacdo e/ou invasao dos
tecidos do hospedeiro e a evasédo do sistema imune, podem ser citados: adesinas,
invasinas, toxinas, sideroforos e evasinas. Tais fatores de viruléncia podem ser
encontrados em plasmideos ou ilhas de patogenicidade (BOWER et al, 2005).

Cepas fecais de caes tém sido referidas como importantes reservatorios de
E. coli causadoras de infec¢cdo do trato urinario em humanos (JOHNSON et al,
2001). LISTER et al (2009) encontraram cepas UPEC em urina de gatos sem
sintomas de ITU, porém com urindlise sugestiva de infec¢do urinaria, concluindo

gue ITU bacteriana em gatos pode ocorrer sem sinais clinicos de infeccéo.

2. 3 - Amicrobiota intestinal de gatos

A composicdo da flora intestinal de felinos é ainda muito pouco conhecida,
apesar de tal conhecimento ser relevante tanto para a medicina veterinaria quanto
para a saude publica. Cepas com potencial zoonético e/ou resistentes a
antibidticos podem estar presentes na microbiota representando riscos para a
comunidade (LEENER et al, 2005; MOYAERT et al, 2006).
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Alguns micro-organismos da flora sdo de dificil identificacdo usando-se
técnicas tradicionais como a cultura, e muitas vezes o conhecimento é baseado
apenas nas espécies mais facilmente cultivadas em laboratério ou naquelas que
apresentam maior interesse para a comunidade cientifica.

A maioria dos conhecimentos sobre a microflora vem do estudo da flora em
humanos (RASTALL et al, 2004). Existem muitos estudos a respeito da flora de
grandes e pequenos ruminantes, porém, este assunto € pouco estudado em
relacdo aos animais monogastricos, em particular os animais de companhia.

Importantes conclusbes podem ser tiradas a partir de um melhor
conhecimento da ecologia da microbiota tornando possiveis novas abordagens
terapéuticas, inclusive para doencas ainda ndo diretamente relacionadas ao trato
intestinal (AZIS, 2009).

A partir do nascimento, o intestino estéril de mamiferos € rapidamente
colonizado por bactérias provenientes da mae e do ambiente e, apds seu
estabelecimento a flora se mantém relativamente estavel. Por¢cbes diferentes do
trato intestinal tém diferentes micro-organismos, principalmente devido as
diferencas de pH. Sendo assim, nas porcdes iniciais do intestino delgado
predominam lactobacilos, estreptococos, enterobactérias, Bifidobacterium spp,
Bacteroides spp e clostridios, apresentando aproximadamente 10°-10® UFC/ml.
No intestino grosso, regido mais densamente colonizada existe de 10''-10%
UFC/ml. Predominam os anaerdébios restritos como o0s Bacteroides spp,
clostridios, Ruminococcus spp., Butyrovibrio spp., Fusobacterium spp.,
Eubacterium spp., Peptostreptococcus, Bifidobacterium spp., Atopobium spp., e
Peptococci. Entre os anaerdbios facultativos incluem-se o0s lactobacilos,
enterococos, estreptococos, e espécies da familia Enterobacteriacea, entre estas
a E.coli. Leveduras estédo presentes em numero relativamente pequeno.

A composicao da microbiota varia entre as espécies e entre individuos da
mesma espécie parecendo haver uma forte correlacdo com a constituicdo

genética, o que foi bem evidenciado por TOIVANEN et al (2001) demonstrando a
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influéncia do complexo de histocompatibilidade maior (MHC) na composi¢cao da
microflora fecal.

FRANK & PACE (2008) usaram avangados métodos de analise de DNA no
estudo da ecologia da flora intestinal humana e encontraram uma grande
variedade de micro-organismos (cerca de 40.000 espécies diferentes).
Relacionaram, ainda, doenca de Crohn, colite ulcerativa, diarréia associada a
antibioticoterapia e obesidade com mudancas significativas na composi¢cdo desta
flora.

DESAI et al (2009) conduziram um interessante estudo sobre a composigao
da flora intestinal de gatos usando métodos moleculares baseados na
identificacdo do gene cnp-60. Encontraram grande similaridade entre o perfil
taxondmico da flora desta espécie com a de outros mamiferos, inclusive com a
humana. Constataram, porém, variacao individual na abundéancia de cada espécie.
Assim como nos estudos conduzidos com outros mamiferos, ha o predominio de
firmiculites, categoria a qual pertencem os lactobacilos e clostridios (LEY et al,
2008). Gatos criados livres, com acesso irrestrito ao ambiente externo e, portanto
com dieta ndo controlada, que se alimentam também através da caca,
apresentaram uma maior proporcdo de Lactobacilos, particularmente L. ruminis
em relacdo aos gatos vivendo exclusivamente no interior de residéncias.
Actinobactérias, dentre estas especialmente Bifidobacterium sp também foram
largamente encontradas. A maior diversidade de espécies encontradas foi entre
Bacteriodetes e Proteobactérias.

A E. coli esta entre os principais micro-organismos anaeroébios facultativos
constituintes da flora normal de animais de sangue quente, podendo ocorrer na
proporcdo de 10 " a 10 ° micro-organismos por grama de fezes. Entre os animais
domeésticos, os cées e gatos sdo 0s que apresentam o maior numero de E. coli por
grama de fezes (GYLES & FAIRBROTHER, 2004). Cepas patogénicas de E.coli
também tém sido encontradas tanto na flora de gatos saudaveis (MOYAERT et al,
2006; BUSCH et al, 2007; MORATO et al, 2008) como na de gatos diarréicos
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(ABAAS et al, 1989: POPISCHIL et al, 1987; FREITAG et al, 2004; FROLICHER et
al, 2008).

2.4 - A diarréia em gatos

A diarréia é definida como o transito de fezes com quantidades anormais de
agua resultando no aumento e liquidez destas. Pode ser aguda ou cronica,
acometendo gatos de todas as idades (ETTINGER & FELDMAN, 2004).

Varios fatores etioldgicos estdo envolvidos, como por exemplo:
alimentacéo, presenca de parasitas intestinais, virus, bactérias, protozoarios. Pode
estar relacionada a doencas de outros sistemas corporeos, refletindo
desequilibrios metabdlicos, como acontece nas uremias pelas mais diversas
causas, na pancreatite, em algumas afec¢des hepaticas e tumores, entre outras.
Medicamentos como antibidticos e antiinflamatérios também podem causar
diarréia (BURROWS, 1991).

Diarréias crbnicas estdo mais relacionadas a disturbios metabdlicos e
imunologicos, parasitas intestinais (vermes e protozoarios), dieta inadequada,
virus da imunodeficiéncia felina, virus da panleucopenia, virus da leucemia felina e
algumas bactérias como Salmonella sp, Campylobacter jejuni e Clostridium sp
(GREENE, 1984).

A diarréia aguda € uma desordem clinica comum em gatos, estando
principalmente associada a agentes infecciosos, que podem ser virus
(principalmente coronavirus e rotavirus) e bactérias. A etiologia bacteriana €&
pouco reconhecida nestes animais, sendo Salmonela sp, Campylobacter jejuni,
Bacillus piliformes, Clostridium perfringens enterotoxigénico e, recentemente a
Escherichia coli, as espécies mais citadas (SMITH et al, 1998; BEUTIN, 1999,
SANCAK et al, 2004).

E. coli enteropatogénica exibindo o fendtipo “attaching and effacing” foi
relatada em gatos (POPISCHIL et al, 1987). ABAAS et al (1989) encontraram uma

prevaléncia de 12,3% de cepas VTEC (E.coli verocitotoxigénica) em amostras
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fecais que ndo puderam associar a diarréia, pois ndo houve diferenca significativa
em relacdo a presenca destas cepas nos gatos sem diarréia. MORATO et al
(2008) demonstraram que gatos podem ser colonizados por cepas EPEC, tendo
encontrado alta prevaléncia destas cepas nestes animais. No trabalho
anteriormente mencionado foram encontrados 12 sorotipos diferentes, entre estes,
dois sorotipos ja descritos como patdgenos de humanos (0111: H25 e O125: H6),
demonstrando que gatos domésticos podem ser reservatérios de cepas
patogénicas para a comunidade. Sugeriram ainda que é possivel um ciclo de
mutua infeccdo por EPEC entre gatos e humanos, embora a dindmica deste ciclo

ainda nao esteja esclarecida.

2.5 - O trato urinario de gatos e as infeccdes urinarias

A bactéria E. coli € o agente etiologico da maioria das infec¢cdes do trato
urinario (ITU), patologias infecciosas muito frequentes na clinica de pequenos
animais. Ao lado de gatos e caes, 0s seres humanos apresentam alta prevaléncia
de ITU causada por este micro-organismo (DONNENBERG & RODNEY, 1996;
CORREIA ou et al, 2007).

A verificacdo de cepas de E. coli de origem animal em isolados de cistite de
humanos chamam a atencdo para o potencial zoonotico desta bactéria (ABAAS et
al, 1989; JOHNSON et al, 2000 e 2001).

O sistema urinario de felinos, como o dos mamiferos em geral, € composto
pelos rins, ureteres, bexiga e uretra. Uma das principais funcdes do sistema
urinario € manter o equilibrio quimico do organismo, promovendo a homeostasia
através da remocdo dos residuos do metabolismo organico e da regulacdo do
equilibrio acido-basico. Também apresenta funcdo enddcrina com a producao de
eritropoietina, renina, angiotensina e participa na conversdo da vitamina D
(CUNNINGHAM, 1997; CONFER & PANCIERA, 1998).

A funcédo renal, e consequentemente a homeostasia do organismo, pode

ser profundamente prejudicada devido as afec¢des que acometem o trato urinario,
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gerando retencdo de residuos nitrogenados do metabolismo (azotemia),
desequilibrio hidroeletrolitico e acido—basico, e em longo prazo uremia,
hiperparatireoidismo e osteodistrofias (CONFER & PANCIERA, 1998).

Os processos infecciosos do sistema urinério geralmente se iniciam na
uretra ou na bexiga e por via ascendente podem acometer ureteres e rins ou
atingir a corrente sanguinea. A cistite se desenvolve quando os mecanismos de
defesa falham em combater agentes como bactérias e virus capazes de aderir,
multiplicar e persistir em uma porcao do trato urinario (CONFER & PANCIERA,
1998; BARTGES, 2004).

Dentre as infec¢gbes urinarias bacterianas, as causadas por E.coli
desempenham um papel importante, sendo responsaveis por severas sindromes
gue podem culminar com a morte do animal. Embora a prevaléncia de infec¢do do
trato urinario seja maior para cées (14%) (POLZIN, 1997), a ITU bacteriana em
gatos € muito mais significativa, manifestando-se de forma mais severa (KRUGER
et al, 1991).

As infec¢des bacterianas das vias urinarias ndo sdo muito frequentes em
felinos, sendo que frequéncia de isolamento de bactérias a partir da urina de gatos
com sintomas de cistite pode variar entre 8 e 25%. O menor percentual é
verificado entre gatos que apresentam apenas doencas do trato urinario como
causa primaria, e o maior, quando sdo incluidos no estudo tanto gatos com
patologias urinarias primarias quanto aqueles com outras doencas tais como
diabetes Mellitus, hipertireoidismos e insuficiéncia renal crénica (KRUGER et al,
1991, RECHE JUNIOR & HAGIWARA, 1998).

Baixas prevaléncias de infeccdo bacteriana em felinos com doencas do
trato urinario refletem as caracteristicas do sistema urinario destes animais que
apresentam urina com alta densidade (superior a 1.080), pH naturalmente &acido e
elevada concentracdo de uréia (OSBORNE et al, 1979; OSBORNE & STEVENS,
1989). A perda de um ou mais destes mecanismos de defesa pode predispor o
gato as cistites bacterianas (RECHE JUNIOR et al, 2005).
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Em felinos as infec¢des urinarias ocorrem prevalentemente em animais
idosos, acima de 10 anos, e em geral, submetidos a procedimentos cirargicos. Um
dos fatores predisponentes sé@o as obstru¢des do trato urinario, muito comuns em
machos castrados, e relacionados ao tipo de alimentacdo que predispbe a
formacdo de calculos urinarios. Procedimentos como, por exemplo, as sondagens
uretrais para a desobstrucdo propiciam a instalacdo de agentes infecciosos.
Fémeas sao naturalmente mais suscetiveis devido a proximidade da uretra com o
anus, o que facilita a ascensdo de agentes bacterianos as vias urinarias
(OSBORNE et al, 1979; OSBORNE & STEVENS, 1989).

Os sinais clinicos das infecces do trato urinario inferior (uretra e bexiga)
séo: polaciuria, estranguria ou disuria, dor a palpacdo abdominal, turvacéo da
urina e/ou hematuria. As infec¢gdes do trato urinario superior (ureteres e rins)
causam geralmente manifestacdes mais severas, como anorexia, letargia, pirexia,
hematuria, septicemia e faléncia renal. Infeccbes assintomaticas também podem
ocorrer (BARTGES, 2004; POLZIN, 1994).

2.6 - Fatores de viruléncia

Os fatores de viruléncia podem ser considerados como estratégias
adotadas pelos micro-organismos para vencer as barreiras imunologicas do
hospedeiro e permitir a sua coloniza¢do. Embora, do ponto de vista evolutivo, seja
mais vantajosa uma relacdo harmoniosa, por garantir ao micro-organismo alimento
e abrigo através da preservacao do hospedeiro, esta nem sempre se estabelece e,
como consequéncia, o organismo colonizado passa a apresentar desordens ou
alteracoes patoldgicas que podem culminar com sua morte.

A uropatogenicidade em E. coli deve-se principalmente a dois mecanismos:
adesdo e citotoxidade. A adesdo permite a fixacdo da bactéria a superficie do
epitélio do hospedeiro vencendo as forcas hidrodindmicas representadas pelo
fluxo de urina (ROSS et al, 1999). A aderéncia deve-se ao reconhecimento

especifico entre o micro-organismo e as células do animal infectado e € mediada
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por estruturas protéicas, as adesinas, presentes na superficie da bactéria. Estas
estruturas podem ser fimbriais ou afimbriais, conforme se caracterizem como
organelas filamentosas ou moléculas ancoradas na parede celular bacteriana
respectivamente (JOHNSON, 1991).

As EXPEC podem apresentar quatro diferentes tipos de fimbrias: fimbria P,
fimbria tipo 1, fimbria S e Afa. Fimbrias tipo 1 sdo encontradas em diversas
espécies bacterianas patogénicas e comensais, e tém sido associadas a infec¢des
urinarias de homem e de animais (BOWER et al, 2005). Ligam-se a proteinas
como as uroplaquinas, abundantes na bexiga. Também existem receptores para
estas fimbrias nos tubulos proximais e paredes de vasos (rins), em camadas
musculares da bexiga e vasos sanguineos (JOHNSON, 1991)

As fimbrias séo classificadas quanto a sua capacidade hemaglutinante em
presenca e auséncia de D-manose. Segundo ORSKOV et al (1982) a variagédo na
sequéncia de peptidios codificados pelo gene papA € responsavel pela existéncia
de 11 variantes soroldgicas para fimbrias. Baseado na atividade hemaglutinante
as fimbrias de E. coli foram classificadas em trés categorias: fimbrias néo
hemaglutinantes (por exemplo, a fimbria 987 P); fimbrias cuja aglutinacdo € inibida
pela D-manose, (manose sensiveis: HAMS ou fimbria tipo 1) e as fimbrias que ndo
tem a hemaglutinacéo inibida pela manose, (manose resistente: HAMR) (MORRIS,
1983). As fimbrias HAMS sdo comumente encontradas em diferentes
enterobactérias. A fimbria P € o principal grupo das hemaglutininas manose
resistente associadas as infec¢fes urinarias (BLANCO & BLANCO, 1993). LUND
et al (1988) citam as fimbria tipo 1, P, M e S em amostras de E. coli isoladas de
humanos com pielonefrites. As fimbrias também podem ser agrupadas segundo
sua especificidade sorolégica em grupos F (DE REE et al, 1985). Apesar da
diferenca antigénica, os diferentes tipos de pili P reconhecem o mesmo receptor:
Gal - (1, a-D 4) - B - D - Gal presentes em hemacias do grupo sangiineo P e
células uroepiteliais (LUND et al, 1988).

Determinadas cepas de E. coli produzem toxinas protéicas que

desempenham importante papel em sua viruléncia tais como: a hemolisina, a
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colicina (bacteriocina), a enterotoxina termolabil (LT); a enterotoxina termoestavel
(ST); a verotoxina ou "Shiga-Like" toxina (VT ou SLT) e o fator necrosante
citotoxico (CNF) (GYLES, 1992).

A producdo de hemolisina é muito freqlente em cepas provenientes de
infeccBes do trato urinario de humanos (VIDOTTO et al, 1991). A presenca deste
fenotipo como marcador de clones virulentos foi utilizada por varios autores como
indicadores de patogenicidade (VAN DEN BOSCH et al, 1982 e BRITO et al,
1999).

Duas formas de sideréforos estao presentes na E. coli: a enterobactina e a
aerobactina. Segundo JOHNSON (1991), os genes codificadores da enzima
responsavel pela sintese de aerobactina podem estar situados em plasmidios e
cromossomos e tém sua expressao regulada pela concentracdo intracelular de
ferro, através do gene cromossomal fur. A capacidade de provocar hemolise
(hemolisina) e a captacdo aumentada de ferro (aerobactina) sdo caracteristicas
relacionadas como a disponibilidade do ferro e de sua utlizagdo para o
crescimento bacteriano (BLANCO & BLANCO, 1993).

Colicinas sao bacteriocinas produzidas pela E. coli que tém acéo letal sobre
espécies de micro-organismos sensiveis. As principais sao: A, B, Ei, D, Ic, Ib, K,
N, V. Os plasmidios que codificam a producdo de colicina V geralmente
apresentam alta massa molecular e podem carrear outros fatores de viruléncia
(SMITH, 1974). A colicina V inibe o crescimento bacteriano (YANG & KONSKY,
1984). Segundo VIDOTTO et al, 1991, a atividade colicinogénica das amostras de
E. coli isoladas da urina de humanos é variavel, e embora a expressao deste
plasmidio ndo seja essencial para a patogenicidade da E. coli, pode carrear outros
fatores de viruléncia, tais como: inibicdo da fagocitose por macrofagos,
aerobactina, resisténcia sérica e o antigeno K1 (BLANCO & BLANCO, 1993).

A capacidade de a bactéria resistir a atividade litica do soro esta
relacionada aos antigenos K1 e K5, a quantidade de lipopolissacarideos e as
proteinas da membrana (TIMMIS et al., 1981). Foi observado por HUGHES et al

(1982) que amostras de E. coli uropatogénicas em humanos resistiram ao soro.
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BLANCO & BLANCO (1993) citam esta capacidade em estudos com bovinos,
enquanto BRITO et al (1999) verificaram a resisténcia sérica em 93% das cepas
uropatogénicas isoladas de suinos. Os antigenos capsulares envolvidos neste
processo sdo de baixa imunogenicidade e apresentam atuacdo anti fagocitica
(DEVINE & ROBERTS, 1994).

As toxinas termoestaveis (ST) foram identificadas pela primeira vez em
1967, por SMITH & HALLS quando verificaram a presenca de uma proteina
(toxina) secretada pela E. coli responsavel pelo acimulo de liquido nas alcas
intestinais de coelhos e suinos. GYLES & BARNUM (1969) ja haviam identificado
outra toxina com atividade semelhante implicada em diarréia de suinos, porém
inativadas em temperaturas superiores a 65°C e, portanto denominadas
termolabeis.

As toxinas termoestaveis sdo de dois tipos: STa , soluvel em metanol, de
baixo peso molecular e ativa no intestino de camundongo neonato; e STb,
insolivel em metanol, inativa em camundongo neonato, porém ativa no intestino
de leitdes desmamados (BURGESS et al,1978). A enterotoxina LT €& uma
molécula protéica de alto peso molecular, imunogénica, que apresenta duas
subunidades: A e B. A subunidade A representa 0 componente ativo e a
subunidade B ¢é responsavel pela fixacdo da toxina aos gangliosideos da
membrana da célula do hospedeiro (SUSSMAN, 1985)

No mecanismo de acdo da toxina LT ndo ocorre um dano estrutural em
nivel celular, mas sim o bloqueio de suas funcdes e, por este motivo sua
denominacéo correta é citotonina, para diferencia-la das citotoxinas.

As verotoxinas sdo exotoxinas que causam efeito citotoxico caracterizado
por arredondamento celular, morte e deslocamento do tapete de células
(KONOWALCHUK et al, 1977). Estas toxinas se classificam em dois tipos: Stx1 e
Stx2, que sao sorologicamente distintas e apresentam efeito citotéxico em células
VERO e células de adenoma de utero humano (HeLa) (RYCKE et al., 1989). As
verotoxinas inibem a sintese proteica por inativacdo catalitica da subunidade
ribossomal 60S (GYLES, 1992).
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O fator necrosante citotoxico (CNF) € uma toxina que impede a divisdo
celular sem afetar a replicacdo dos acidos nucléicos. Sua produgdo tem sido
detectada em cepas de E. coli de infeccdes extra intestinais (CAPRIOLI et al.,
1983). Correlacao positiva, entre atividade hemolitica e producéo de toxina (CNF)
em amostras de E. coli foi encontrada por BLANCO et al. (1992).

2.7 - Antimicrobianos

A aceitacdo da teoria microbiana, e com ela, a idéia de que através da
eliminagdo do micro-organismo infectante seria possivel o combate eficiente as
doencas infecciosas, levou 0 homem a procura de substancias capazes de matar
ou inibir o crescimento e/ou reproducdo de micro-organismos. Estes esforcos
levaram inicialmente ao uso de arsenicais como o0 “salvarasam” que eram
denominadas pilulas magicas por atuarem no combate a sifilis e
tripanossomiases, porém tinham que ser usadas por longo tempo e traziam sérios
efeitos colaterais (WRIGHT, 2007).

A busca por drogas mais eficazes e com menos efeitos colaterais
incrementou as pesquisas de antimicrobianos, grande grupo de substancias que
incluem os antibiéticos e o0s quimioterapicos. No sentido restrito do termo,
antibidticos referem-se a substancias produzidas por micro-organismos que tem a
capacidade de, em pequenas doses, inibir o crescimento ou destruir micro-
organismos causadores de doencas, enquanto quimioterapicos sdo substancias
guimicas sintetizadas artificialmente. Em 1932, as sulfas foram produzidas
comercialmente, dando origem a quimioterapia antimicrobiana, no entanto, foi a
penicilina, substancia naturalmente produzida pelo fungo Penicillium chrysogenum
(ou P. notatum) e descoberta acidentalmente por Alexandre Fleming, em 1928, o
primeiro antibiético no sentido estrito do termo. Sua producdo em escala comercial
somente aconteceu a partir de 1941, tornando possivel o tratamento de varias

doencas anteriormente tidas como incuraveis (WRIGHT, 2007).
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O periodo a seguir (1945 a 1960) pode ser considerado como a “era de
ouro da descoberta do antibidtico”, e a maior parte das classes de antimicrobianos
atualmente em uso foram sintetizadas nesta época, como por exemplo, a
estreptomicina, primeiro antibiético aminoglicosideo conhecido, descoberto a partir
da Actinobactéria Streptomyces griseus, em seguida vieram as tetraciclinas, o
cloranfenicol, a polimixina, a eritromicina, a vancomicina, a virginamicina e a
rifamicina, entre outros. O periodo seguinte caracterizou-se por um intenso
trabalho de melhoramento das moléculas ja existentes, para potencializar sua
acao farmacologica e evadir a resisténcia bacteriana, fendmeno que ja se notava
desde os primeiros usos de antibioticos (WRIGHT, 2007).

2.7.1 - Principais classes de antimicrobianos e mecanismos de agéo

Quanto a classificacdo dos antimicrobianos com base nos seus
mecanismos de acdo, PELCZAR Jr. et al (1997); LOMAR e DIAMENT (1998);
JAWETZ et al (1998) e TAVARES (2001) consideraram o seguinte:

2.7.1.1 - Inibidores da sintese da parede celular: Antibioticos B-
lactamicos (penicilina e cefalosporinas)

Contém um anel ativo, o anel betalactamico, nicleo comum a todos e uma
regido que varia conforme o subtipo. S&o derivados da polimerizacdo de
aminoéacidos e inibem a sintese de peptidoglicano, componente basico da parede
celular causando dano irreversivel. Acoplam-se ao receptor desta parede e
interferem com a transpeptidacdo que ancora o peptidoglicano estrutural de forma
rigida em volta da bactéria. Ha o impedimento da formacao das ligacGes entre os
tetrapeptideos de cadeias adjacentes de peptideoglicano ocasionando uma perda
da rigidez da parede celular.

Sao bactericidas que atuam sobre células em crescimento, portanto inativas
na fase estacionaria e em células que ndo possuem parede celular, tais como
micobactérias, bactérias em forma de L e protoplastos que regeneram a parede

celular.
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Existem diferentes receptores celulares do tipo BPF na membrana e
também uma variedade de betalactamicos, de forma que cada um deles tem uma
acao especifica:

O grupo das penicilinas, ampicilinas e cefalosporinas inibem a enzima
envolvida na transpeptidacdo, responsavel pela ligagdo entre as cadeias de
tetrapeptideos do peptideoglicano; as bacitracinas interferem com o carreador
lipidico que transporta os precursores da parede pela membrana e as
vancomicinas ligam-se diretamente a porcao lipidica do peptideoglicano.

2.7.1.2 - Inibidores da sintese protéica

Os antimicrobianos que inibem a sintese protéica podem fazé-lo por
atuacao em diversos sitios do ribossomo.

Grupo das tetraciclinas: Sao inibidores especificos da sintese protéica no
ribossomo bacteriano. Bloqueiam o receptor na subunidade 30S que se liga ao t-
RNA durante a traducdo génica nao permitindo a ligacdo do peptideo - tRNA ao
sitto A. Sua acdo € reversivel e, por isso sdo agentes bacteriostaticos.
Caracterizam-se por apresentar amplo espectro de acédo, sendo efetivos contra
uma grande variedade de micro-organismos Gram negativos, Gram positivos,
ricketsias, micoplasmas e clamideos.

Grupo dos aminoglicosideos: Atua também por ligacdo a porcdo 30S do
ribossomo, mas o0 mecanismo de acdo difere em relagdo ao grupo das
tetraciclinas. Dois mecanismos estdo envolvidos, o primeiro consiste no
impedimento da leitura correta do RNA mensageiro e a sintese da proteina
correspondente; o segundo atua por impedimento da translocacéo do peptideo- t-
RNA do sitio A ao sitio P do ribossomo. Sdo considerados aminoglicosideos o0s
seguintes antibidticos: amicacina, gentamicina, tobramicina, estreptomicina entre
outros.

Grupo dos macrolideos: Quanto a atuacdo os macrolideos se dividem em
dois grupos, agueles capazes de inibir a sintese protéica através da ligacdo a
subunidade 50S do ribossomo bacteriano, e daqueles que atuam sobre fungos e

protozoérios através da inducéo de distorcbes em suas membranas celulares por
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interferir com o0s esterdis. Eritromicina, espiramicina, oleandomicina e
leucomicinas séo exemplos de macrolideos bactericidas, enquanto anfotericina B
age sobre os esteroéis atuando sobre fungos.

O cloranfenicol também atua na a inibicdo da sintese protéica, porém nao
pode ser enquadrado em nenhuma das classes. Este antibiotico age por uma
mistura de mecanismos e seu sitio de acdo é também a unidade 50S do
ribossomo. S&ao ativos contra Gram negativos e Gram positivos, foi o primeiro a
exibir atividade contra ricketsias.

2.7.1.3 - Inibidores da replicagéo e transcricdo do acido nucléico

Atuam por inibicdo da sintese de acidos nucléicos de variadas formas. A
novobiocina impede a replicacdo do DNA por afetar seu desenovelamento.
Quinolonas inibem a DNA girase, afetando a replicacao, transcricdo e reparo. O
acido nalidixico foi a primeira quinolona de acéo clinica, sintetizada em 1962.
Outras quinolonas foram sintetizadas como o acido oxilénico e o cinoxino e, na
década de 80, as fluorquinolonas. As primeiras quinolonas sintetizadas séo
chamadas de 1° geracao e tém espectro de acdo menor em relacdo as demais.

Ansamicinas, como por exemplo, a rifamicina inibem a enzima RNA
polimerase impedindo a transcricao.

2.7.1.4 - Inibidores das funcdes das membranas celulares

Entre estes estdo as polimixinas e os ionéforos. As primeiras agem como
detergentes, ligam-se a membrana, entre os fosfolipidios alterando sua
permeabilidade. S&o muito eficazes contra Gram negativo. Os ionéforos penetram
na membrana plasméatica permitindo a difusdo passiva de compostos ionizados
para dentro e fora da célula.

2.7.1.5 - Antimetabdlicos

Refere-se a um grupo de sustancias naturais ou sintéticas com estruturas e
mecanismos de acdo heterogéneos, que inibem e antagonizam metabdlitos.
Geralmente, mas ndo sempre, suas estruturas quimicas sao analogas a daqueles
metabdlitos que antagonizam. A inibicdo é competitiva e depende do grau de

afinidade entre a enzima do analogo e do metabdlito natural. Podem ser
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incorporados a polimeros como DNA, RNA e proteinas, resultando em alteracdes
de informacdo. Também podem ser inibidores seletivos da transcriptase reversa,
sendo geralmente utilizados contra o HIV. Um segundo grupo é dos que inibem a
formacdo de metabdlitos ou cofatores essenciais, como é o caso das sulfonamidas

na interferéncia com o acido félico.

2.8 - Consideracgdes sobre aresisténcia microbiana

A resisténcia bacteriana a antimicrobianos, particularmente a
multiresisténcia, € um seério problema de saude publica. Ao lado do aumento de
sua frequéncia e severidade, o desenvolvimento de novos agentes antinfecciosos
pelas principais companhias farmacéuticas tem diminuido. Isto agrava os efeitos
da resisténcia, tornando-a um dos maiores desafios ao controle das infecgbes em
servicos de saude. A Sociedade Americana de Doencas Infecciosas (IDSA)
através da AATF (“Antimicrobial Avaiability Task Force”) declara urgéncia em
pesquisas por novas drogas e no topo de sua lista de prioridades esta a
descoberta de novos quimioterapicos contra E. coli e Klebsiella com resisténcia do
tipo ESBL, Enterococcus faecium vancomicina resistentes, Staphilococcus aureus
resistentes a meticilina (MRSA), Pseudomonas aeruginosa, espécies de
Aspergilus e Acinetobacter baumannii, por serem patdgenos que representam
atualmente alto risco para a comunidade (TALBOT et al, 2006)

Porém, de fundamental importancia, ao lado dos esfor¢cos na busca de
novas drogas, € 0 uso racional das ja existentes. Essa realidade pressupde a
necessidade de estudos continuados de sensibilidade bacteriana, especialmente
para E. coli, visando aperfeicoar o0s protocolos terapéuticos e investigar a
ocorréncia de linhagens multiresistentes em virtude da possibilidade de
transmissao cruzada entre homens e outros animais (SIQUEIRA et al, 2008).

A resisténcia, longe de ser um fendmeno recente, foi relatada antes mesmo
do primeiro uso clinico de antibiéticos e, apesar de fortemente relacionada a

pressdo de selecdo pelo uso destes, tem ainda causas intrinsecas ao micro-
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organismo ou relacionadas a sua adaptacdo ao ambiente. A grande variedade de
genes envolvidos indica uma origem e evolu¢cado muito antigas (WRIGHT, 2007).

Desde os anos 50, quando comecgaram a emergir as multiresisténcias em
escala mundial, a observacdo da facilidade com que certas bactérias a
desenvolviam levou a constatacdo que estas caracteristicas eram transferidas em
taxas maiores que seriam se fossem geradas em cada linhagem bacteriana.
Caracteristicas na heranca destes genes, como a propor¢cdo de bases G+C
(diferente em relacdo ao restante do genoma da bactéria) e regibes adjacentes
apresentando sequéncias denotadoras de insercdo (repeticdes, ou sitios
conhecidos de insercdo de integrons ou de fagos) podem atestar a origem
estrangeira dos genes em questdao (OCHMAN et al, 2000).

A evolugéo da resisténcia, e a multiresisténcia em particular, entre bactérias
gram-negativas tem sido principalmente atribuida a elementos genéticos moveis e
transferéncia horizontal de genes. Integrons tém representado um papel central na
mobilizacdo de uma variedade destes genes, e quanto maior a similaridade entre
0 cbédon de uso preferencial de integrons e o do organismo receptor mais
facilmente ocorre a transferéncia horizontal. Integrons classe | tém sido descritos
como os principais mobilizadores de resisténcia a antibidticos entre as bactérias
entéricas e particularmente em E. coli. (DIAZ-MEJIA et al, 2008).

A presenca de integron classe | em E. coli é estreitamente relacionada com
ambientes ocupados/modificados pelo homem que parecem ser mais afetados
pela pressao de selecao por antibidticos. Andlises evolucionarias suportam esta
idéia, mostrando mdltiplas origens e aquisicbes de integrons por bactérias
entéricas.

Tem sido observado que a prevaléncia de integron classe | cai a medida
gue se distancia de ambientes influenciados pelo homem. Presume-se que a
pressdo representada pela presenca de antibiéticos seleciona ou mantém
integrons em E. coli. A presenca de antibiéticos pode selecionar alguns genes
associados ao integron, como por exemplo, genes de resisténcia a sulfonamidas,

e 0 codon de uso preferencial atuar como um facilitador da expressdo de
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integrases no genoma receptor promovendo sua retencdo. Porém, cessada a
pressao representada pelo antimicrobiano estes genes podem se perder
facilmente, pois ndo ha similaridade suficiente no codon de uso preferencial para
tornar estavel a presenca destes genes no genoma (YU et al, 2004).

A andlise bioinformética permitiu concluir que E. coli e outras
enterobactérias tém adquirido e perdido integrases muitas vezes durante a
evolugdo. E possivel que cepas ndo clinicas de E. coli tenham capacidade
reduzida de ganhar integron classe |, o que se infere a partir da observagéo que
estas apresentam menos integrons em relacédo aos dos isolados clinicos, mas tal
fato pode também ser atribuido a uma menor pressdo de selecdo destas em
relacdo a das cepas clinicas. Cepas de E. coli comensal de animais silvestres
também apresentam uma menor prevaléncia de integrons. Variagdes no tamanho
dos insertos foram encontradas entre cepas ambientais e isolados clinicos, com
menores variacdes encontradas para as cepas ambientais. Isolados de pessoas
saudaveis ndo fazendo uso de antibidticos carregavam uma variedade estreita de
cassetes: dfr ou aadA conferindo resisténcia a trimetropim e estreptomicina
respectivamente, enquanto isolados clinicos hospitalares apresentaram sete
diferentes tipos de determinantes de resisténcia. Destas observacdes e de outros
estudos pode-se concluir que integrons em E. coli estdo mais relacionados a
ambientes modificados pelo homem e que antibiéticos exercem uma pressao que
seleciona ou mantém integrons nesta bactéria. Assim sendo, uma redu¢cao no uso
de antibiéticos pode levar a uma significante diminuicdo no carregamento de
integrons entre cepas de E. coli (DIAZ-MEJIA et al, 2008).

GUARDABASSI et al (2004) citam varios estudos de resisténcia
antimicrobiana em animais de companhia e associam o aumento do uso de
antibidticos com o aumento da resisténcia. O registro sistematico do consumo de
antibidticos ndo é pratica rotineira em varios paises, fato que dificulta tal
correlacdo, porém significativos estudos foram conduzidos em alguns paises como

Suica e EUA abordando este aspecto.
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A transmisséo da resisténcia entre cepas de animais e humanos tem sido
descrita, como também a transferéncia de resisténcia entre cepas comensais e
patogénicas (SIMJEE et al., 2002; GUARDABASSI et al., 2004).

Com o aumento do conhecimento das bases genéticas da resisténcia a
antimicrobianos, mais énfase deve ser dada a resisténcia da flora normal. Estudos
antigos vistos com o entendimento de elementos genéticos mdveis tornam-se
mais valiosos. E determinar quanto o desenvolvimento da resisténcia na flora
normal esta diretamente relacionado com o dramético aumento da resisténcia em
patdgenos s6 sera possivel com mais estudos sobre a resisténcia na microbiota.
Antibioticos usados como aditivos alimentares em animais de producédo tém sido
relacionados com o surgimento de cepas resistentes da microbiota. Cepas de E.
coli resistentes também tém sido isoladas da flora de animais de companhia
(GUARDABASSI et al, 2004; MOYAERT et al, 2006).

Um tipo de resisténcia é particularmente importante, o de betalactamases
de espectro ampliado (Extended Spectrum Betalactamas ou ESBL) em virtude de
atuarem sobre antibiéticos que estao entre os mais significativos para o tratamento
das infeccOes bacterianas. ESBL sdo enzimas que conferem ampla resisténcia
aos antimicrobianos que contém o anel betalactamico em sua estrutura e agem
neste anel, rompendo-o e inativando desta maneira o antibiotico. Sua producéo &
mediada por plasmideos, e Escherichia coli e Klebsiella Pneumoniae séo as
espécies bacterianas que mais apresentam este tipo de resisténcia. A
identificacdo destas enzimas tem aumentado consideravelmente, enquanto em
1970 eram conhecidas 13 betalactamases, atualmente sdo conhecidas mais de
500 betalactamases. A emergéncia de lactamases que podem inativar os mais
novos betalactamicos constitui um desafio, uma vez que praticamente qualquer
betalactamico pode ser inativado por uma das betalactamases ja observadas. A
maioria destas enzimas foi relatada em isolados clinicos humanos, particularmente
em pacientes hospitalizados, embora tenham sido encontradas também em
infeccbes da comunidade (SOUZA JUNIOR et al, 2004).
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A prevaléncia de ESBL em E. coli depende da regido geografica, da
instituicdo de saude, da idade da populacdo e de comorbidades (BELL et al, 1994;
RAHMAN et al, 2004; BRIGANTE et al, 2005). Uma variedade de betalactamases
tem sido identificada em bactérias de animais de producdo ou de companhia.
DOMINGOS et al (2009) relataram a expressdao do fenétipo ESBL em E. coli
isolada de caes sadios, assim como integrons classe | e Il.

Agravando o problema, genes para ESBL geralmente coexistem com outros
determinantes de resisténcia podendo estar associados com transposons e
integrons, desta forma, bactérias produtoras de ESBLs sdo também resistentes a
antibidticos nao betalactamicos com uma alta frequéncia. Isto aumenta o potencial
de multiresisténcia e a transferéncia horizontal, o que consequentemente aumenta
a dificuldade de tratamento de infec¢bes causadas por micro-organismos com
estes fenotipos. A deteccdo de cepas ESBL em laboratorios de microbiologia
apresenta algumas dificuldades e protocolos para esta detec¢do ndo séo adotados
nos antibiogramas de rotina, sendo desta forma subestimada a prevaléncia de
ESBL (DALMARCO et al, 2006).

2.9 - Os animais de companhia nos dias atuais

Muito mais que animais, sdo atualmente considerados membros da familia
e geralmente tém acesso irrestrito a casa , principalmente os de racas menores.
Tal proximidade implica em riscos de saude para os proprietarios, pois além das ja
conhecidas zoonoses, varios estudos sugerem a possibilidade de troca de
organismos resistentes e/ou de seus genes entre animais e seres humanos
(SIMJEE et al., 2002; GUARDABASSI et al., 2004).

Porém, ao lado dos riscos da disseminacdo de micro-organismos
patogénicos e de genes de resisténcia, estdo os relevantes beneficios que animais
de estimacdao representam para quem 0S poSSui.

Segundo a Associacdo Nacional de Fabricantes de Alimentos para animais

(ANFAL) estd havendo grande aumento no numero de animais de estimacdao.
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Atualmente h& cerca de 27 milhdes de cédes e 11 milhdes de gatos (mantidos
como animais de companhia) no Brasil. Embora haja uma prevaléncia no nimero
de cées, atualmente tem aumentado o numero de gatos, principalmente em
grandes centros urbanos, devido a uma menor exigéncia destes animais em
relagdo a espaco e também por serem de natureza mais independente,
dispensando menos tempo de seus proprietarios em seus cuidados.

O aumento de animais de estimacao pode ser atribuido a0 momento que a
sociedade atravessa, onde o nivel de estresse € muito alto devido a grande
competicdo no mercado de trabalho e ao aumento da inseguranca nas relagdes
humanas, provocado tanto pelas profundas desigualdades sociais quanto por uma
crise ética e moral que hora enfrentamos. Tudo isto resulta no aprofundamento da
soliddo e de medos que podem minar a alegria de viver (DIAS et al, 2004).

Os lagos afetivos que envolvem o homem e os animais, ja firmados desde
tempos remotos e com explicagbes bioevolutivas, tornam-se, diante deste
panorama, ainda mais fortes. A presenca do animal acalma e alegra, aliviando as
dores e tensdes do dia (FARACO & SEMINOTTI, 2004).

Muitos profissionais da area da saude e das relacbes humanas, incluindo
psicélogos, assistentes sociais, médicos e veterinarios, acreditam que 0s animais
despertam emocdes comunicativas nas pessoas, facilitando o processo de
autoconhecimento (ROCHA, 2005). Também em relacdo a vida familiar,
recentemente pesquisadores relataram a melhora psicolégica e emocional na
associacdo entre pessoas e seus animais de estimacdo. Houve relato de
diminuicdo das tensfes entre os membros da familia, aumentando a compaixao
inclusive no convivio social (BARKER, 1999). Também é relatado que através do
animal a crianca adquire mais segurancga, compreensao, zelo, amor e iniciativa
(SOUZA, 2005; BARKER, 1999).

A observacao dos beneficios creditados a interacdo homem-animal levou a
utilizacdo destes em terapias no mundo todo. Tais modalidades terapéuticas
recebem, em geral, a denominacédo de terapia assistida por animais (TAA), mas

podem também ser chamadas atividades assistidas por animais (AAA) ou terapia
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facilitada por cédo (TFC) com criancas e idosos, equinoterapia, aquarioterapia.
Todas estas terapias sdo comprovadas e ajudam muitas pessoas com doencas
graves como cancer ou Alzheimer (OLIVA, 2004).

Estas terapias vém sendo utilizadas desde 1962 no Canada. O psiquiatra
Boris Levinson incluiu seu cdo nas sessoes de terapia. A presenca do cao facilitou
a comunicacdo do profissional com as criangcas acelerando 0 processo
terapéutico, o que foi particularmente notério em relacdo as criancas autistas,
onde a presenca do animal ajudou a manter o contato com a realidade (SERPEL,
1993; BARAK et al, 2001; BARKER,1999).

Atualmente estas terapias fazem parte de instituicbes como abrigo de
idosos, orfanatos e até presidios. Varios estudos sdo conduzidos para estabelecer
os beneficios, os riscos e a prevencao de riscos, principalmente com relagédo a
pessoas imunocomprometidas (BUSSOTI, et al, 2005).

“E possivel que a humanidade esteja descobrindo a sensibilidade dos
animais e, atraves dela, percebendo a possibilidade de interagir de maneira
harmoniosa e unificada com toda a criagdo” (NETA, 2004, apud ANDERLINI &
ANDERLINI, 2007).
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3 - OBJETIVOS

Os objetivos deste estudo, realizado com cepas fecais e urinarias

provenientes de gatos domésticos, foram:

v Isolamento e identificacdo de cepas de E. coli.

v' Deteccao de genes condicionadores de viruléncia nestas

cepas.

v Determinagcdo da resisténcia frente a 20 agentes

antimicrobianos.

v' Pesquisa do fenétipo de resisténcia ESBL.

v' Avaliacdo dos riscos de saude publica envolvendo a

transmissao de cepas bacterianas entre humanos e gatos.
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4- MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta

Foram coletadas 43 amostras sendo 40 de origem fecal e 3 de origem
urinaria. As amostras fecais foram obtidas a partir de 21 gatos saudaveis e 19
diarréicos e as urinarias de 3 gatos com sintomas de infec¢éo urinaria. A coleta foi
realizada apds o exame clinico destes animais que vieram para consultas ou
vacinas em clinicas veterinarias da regido de Ribeirdo Preto - SP, entre janeiro e
dezembro de 20089.

Foram designados diarréicos os gatos que apresentavam transito de fezes
com gquantidades anormais de agua, resultando em aumento na liquidez e na
guantidade destas, de acordo com critério estabelecido por ETTINGER e
FELDMAN (2004)

Neste estudo alguns animais apresentavam sintomas mais graves, como
fezes com sangue e sinais clinicos de desidratacdo em graus variaveis, anorexia,
hipertermia ou hipotermia e, em outros, constatou-se apenas diarréia sem sinais
clinicos mais severos.

Os sintomas de infeccdo urinaria considerados no presente estudo foram
disuria, oliguria, polaciuria, dor a palpacdo abdominal, turvacdo da urina e/ou
hematuria.

As amostras foram coletadas sob a supervisdo de médicos veterinarios. As
de origem fecal foram obtidas utilizando-se swab retal com algodao estéril, a
seguir colocadas em meio de transporte de Stuart, e levadas ao laboratério para o
processamento imediato. As amostras de origem urinaria foram coletadas por
cistocentese, sonda uretral ou micccdo espontanea e transferidas assepticamente
para meio de cultura comercial lamino-cultivo ou placas com agar Mac Conkey
(Mac-Difco Laboratories, Detroit, USA).
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4.2 Isolamento e Identificacéo

Para o isolamento de E.coli as amostras foram semeadas em meio de
cultura seletiva diferencial Mac Conkey e incubadas a 37° C por 24 horas, sendo
em seguida conservadas sob refrigeracdo (a 4°C), em geladeira. As amostras
foram entdo semeadas por esgotamento em placas contendo meio Mac Conkey
para a obtencdo de coldnias isoladas. De cada placa foram utilizadas cinco
colbnias para analises bioquimicas confirmatérias. Foram submetidas as analises
as colbnias que apresentavam caracteristicas presuntivas de E. coli, levando em

consideracao seus aspectos (Tabela 01).

Tabela 01 — Caracteristicas de col6nias de Enterobactérias em meio Mac Conkey

Bactérias Caracteristicas das colonias
Escherichia coli Grandes, réseas, secas e opacas
Proteus mirabilis Incolores, onduladas e transllcidas
Enterobacter cloacae Grandes, onduladas, amarelas, mucéides
Klesiella pneumoniae Grandes, réseas, mucoides e translucidas

Para os testes bioquimicos confirmatérios foram utilizados tubos contendo o
meio de cultura RUGAI modificado com lisina (PESSOA & SILVA, 1972) incluindo
os testes bioquimicos de indol, LTD, glicose, sacarose, producdo de gas, lisina,
motilidade, uréia e H,S (KONEMAN et al, 1997). A técnica utlizada para
semeadura foi a de picada até o fundo do tubo associada a técnica de estrias no
apice, com o auxilio de agulha de niquel cromo estéril. As leituras e interpretacéo
dos resultados foram realizadas apos incubacdo por 18 horas a 37°C e levando
em conta a tabela de perfil bioquimico das enterobactérias (Figuras 02, 03 e 04),
de forma que:

4 Indol (producéo): observada no papel da face interna da tampa apos
a adicdo de uma ou duas gotas do reativo de Kovacs. O aparecimento da cor

vermelha indica reacao positiva e 0 ndo aparecimento, negativa.
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v LTD (Desaminacéo do L-triptofano): observada do apice até a base
da inclinacdo do meio. Sendo considerada positiva 0 aparecimento da cor verde
garrafa (para organismos sacarose negativos) ou marrom (para 0S sacarose
positivos).

v' Sacarose (fermentacdo): observada entre o pico da inclinacdo até a
base da mesma. O aparecimento da cor amarela indica reagédo positiva € 0 nao
aparecimento, reacao negativa.

v Glicose (fermentacao): observada entre a base da inclinacdo até a
fase intermediaria. A reacdo foi considerada positiva com o aparecimento da cor
amarela no meio.

v Gas (producdo): observada entre a base da inclinacdo até a fase
intermediaria. O aparecimento de bolhas ou o arredondamento do meio indica que
a reacao foi positiva e 0 ndo aparecimento, negativa.

v' Uréia (hidrolise-producédo de urease): Observada entre a base da
inclinacdo até a fase intermediaria. O aparecimento da cor azul escura indica
reacao positiva e 0 meio inalterado, reacao negativa.

v' H,S (producdo): Observada entre a base da inclinacdo até a fase
intermediaria. O aparecimento da cor preta indica reacdo positiva e o0 nao
aparecimento, reacdo negativa.

v' Lisina (descarboxilacdo): Observada na fase inferior. O aparecimento
da cor purpura indica que a reacédo foi positiva e 0 aparecimento da cor amarela
indica que a reacdao foi negativa.

v" Motilidade: Observada na face inferior. Qualquer crescimento
observado além da linha de picada foi considerado positivo.

Para complementar a identificacdo bioquimica foi realizada a
prova do citrato através da semeadura por estrias na superficie de tubo inclinado
contendo meio de cultura Citrato de Simons (DIFCO) (Figura 06). Ap6s uma
incubacédo do inéculo no meio por 24horas a 37°C foi observada a cor. Quando a
cor do meio permanece inalterada, considera-se que ndo houve crescimento para

E.coli, uma vez que esta bactéria ndo possue a permease do citrato e
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consequentemente ndo cresce quando esta € a Unica fonte de carbono
(EDWARDS & EWING, 1972)

As colbdnias obtidas das amostras de urina crescidas na face do lamino-
cultivo com o meio Mac ConKey foram transferidas para placas também contendo

este meio e foram submetidas as analises acima descritas.

Figura 01- A: Tubo com meio de Rugai-lisina sem inéculo e B: colbnias lactose
positivas no meio Mac Conkey.

Figuras 02 — A: Amostra positiva para E. coli em meio Rugai com lisina e B:
amostra citrato positiva (& esquerda), amostra citrato negativa (a
direita)
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4.3 - Testes de Susceptibilidade

O método utilizado para a determinacdo das suscetibilidades aos
antimicrobianos foi o de difusdo em disco, que proporciona uma avaliagao
gualitativa da sensibilidade (BAUER et al, 1966) e foi realizado segundo protocolo
recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2007).

Foram utilizados discos de papel de filtro impregnados com os seguintes
agentes antimicrobianos (Cefar, Sdo Paulo, Brasil): acido nalidixico (NAL, 30ug),
acido pipemidico (PIP, 20 upg), amicacina (AMI, 30ug), amoxacilina + &acido
clavulanico (AMC), cefepima (CPM, 30 ug), cefoxitina (CFO, 30 ug), norfloxacina
(NOR, 10 pug), aztreonam (ATM, 30 pug), cefuroxima (CRX, 30 ug), ceftazidima
(CAZ, 30 pg), imipenem (IPM, 10ug), nitrofurantoina (NIT, 300 pg), ampicilina
(AMP, 10ug), cefalotina (CFL, 30ug), ceftriaxona (CRO, 30ug), ciprofloxacina (CIP,
5ug), cotrimoxazol (SUT, 25ug), gentamicina (GEN, 10ug), tetraciclina (TET, 30ug)
e tobramicina (TOB, 10 pg).

De cada col6nia de E. coli (24 horas de crescimento) foi retirada uma
aliguota com um swab estéril e colocada em um tubo também estéril contendo
solucdo salina 0,9 % e adicionada até se atingir 0,5 de densidade na escala
MacFarland de turvacéo, correspondente a 10 ® UFCs (Unidades formadoras de
Colbnias) (CLSI, 2007). Mergulhou-se um swab estéril nesta solu¢do que foi entdo
semeada em placas contendo meio agar Mueller-Hinton. Cada uma destas
solucdes foi inoculada em duas placas, sendo em uma delas colocados discos
com os seguintes antimicrobianos: NAL, PIP, NOR, NIT, CIP, GEN, TET, TOB,
AMI e SUT e, na outra placa a distribuicdo dos discos foi feita de modo a formar
dois agrupamentos em torno de amoxacilina + acido clavulénico (AMC). No
primeiro agrupamento foram colocados os seguintes antibidticos a uma distancia
de 20mm entre si e entre o AMC: CPM, CRX, CFL e ATM, nesta ordem e
formando um circulo ao redor do AMC, no segundo agrupamento em torno de
outro disco de AMC e, observada a mesma distancia entre os antibioticos em
relacdo ao primeiro disco, foram dispostos discos contendo CAZ, CRO e CFO.

AMP e IPM foram colocados na placa fora destes agrupamentos (Figuras 05 e 06).
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Tal protocolo foi adotado para observar resisténcia do tipo ESBL e ainda
sinergismo ou antagonismo entre os antibiéticos dispostos em cada grupo.

As placas foram entdo colocadas na estufa a 37°C por 18 a 24 horas e apés
este tempo a leitura foi realizada comparando-se o diametro do halo de inibicdo de
crescimento com parametros de interpretacéo para a leitura desses halos (CLSI,
2007). As cepas de referéncia E. coli ATCC 25922 e ATCC 35218 foram usadas
como controle de qualidade.

Figura 04 - Cultura de E.coli contendo os seguintes antimicrobianos: NAL, PIP,
NOR, NIT, CIP, GEN, TET, TOB, AMI, SUT e mostrando
resisténcia a tetraciclina (TET). Fonte: Arquivo pessoal.
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Figura 05 - Cultura de E.coli contendo os seguintes antimicrobianos: AMC, CPM,
ATM, CRX, CFL; AMC, CAZ, CRO, CFO; IPM e AMP. Fonte:
Arquivo pessoal.

4.4 - Extracdo do DNA bacteriano

A extracdo do DNA bacteriano foi feita segundo técnica proposta por
KESKIMAKI et al (2001). Em um tubo de ensaio contendo 1 ml de meio de cultura
Luria Broth (DIFCO) a E.coli isolada foi incubada a 37°C por 12 horas , depois
transferida para um tubo eppendorf e submetida a 14.000 rpm em centrifuga
Eppendorf, modelo 5415C, da Brinkmann Instruments. Inc. O sobrenadante foi
descartado e as células precipitadas ressuspensas em 250ul de agua Millique
estéril e agitadas em vortex por 30 segundos. O processo de lavagem foi repetido
1 vez e em seguida o tubo eppendorf foi colocado por 10 minutos em agua
fervente para lise da parede celular. Outra centrifugacdo a 14000 rpm foi efetuada

durante 30 segundos, sendo entdo retirados 150 pl do sobrenadante. Este foi
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transferido para outro eppendorf e estocado como molde de DNA (DNA
Template), sendo entdo conservado a -20°C até o momento do uso.
4.5 - Amplificagdo do DNA

A determinagao dos genes de viruléncia stx 1, stx 2 e eae foram realizadas
conforme CHINA et al (1996). Os primers utilizados foram adquiridos da IDT
(Integrated DNA Technologies, Inc). A amplificagdo do DNA bacteriano foi
realizada em 50 ul contendo 10ul de amostra do sobrenadante, 0,5 ul de cada
primer, 0,2 mM (cada) dATP, dGTP, dCTP,dTTP, 10 mM Tris-HCI (pH 8,3), 1,5
mM Mg Cl2, 50 mM KCI e 2,5 U de Taq polimerase (Biotol). Esta mistura foi
submetida a um termociclador (Eppendorf Mastercycler) a 94 C por 5 minutos
(desnaturacéo) seguido de 30 ciclos de 94 C por 1 minuto (desnaturagéo), 55 °C
por 1 minuto (anelamento) e 72 °C por 1 minuto (extensdo). No ultimo ciclo a
ultima fase foi realizada por um tempo maior (10 minutos) para completa extensao

pela Taq polimerase (Tabela 02).

Tabela 02 — Quantidades de cada reagente utilizados na reacdo para deteccéo

dos genes stx;, Stxp, eae.

Reacéo 1x 10x 15x 20x 25x

DNA template 4 ul

TAQ 1,5yl 15 pl 27,5 ul 30 ul 37,5 ul
Tampao 5 ul 50 ul 75 ul 100 pl 125 pl
DNTP (2uM) 5ul 50 ul 75 ul 100 ul 125 pl
Primer (0,5 pi 3 ul©s 30 ul s 45 ul 7,5 60 pl o 75 ul @25
cada) cada) cada) cada) cada) cada)

H.O 31,5 ul 315 ul 4725 630 pl 787,5 pl
Total 50 ul 46 ul/T 46 pl/T 46 pl/T 46 pl/T

A sequéncia de bases (primers) e o tamanho dos segmentos especificos
dos genes stx;, stx, e eae amplificados podem ser observados na tabela 03.
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Tabela 03 - Primers utilizados na PCR para amplificacdo dos fragmentos
especificos  dos genes stx;, stx,, eae

Primers Sequéncia de nucleotideos Tamanho do produto
de amplificagcédo (pb)

eae B52 AGGCTTCGTCACAGTTG

eae B53 CCATCGTCACCAGAGGA >0
stx; B54 AGAGCGATGTTACGGTTTG
stx: B55 TTGCCCCCAGAGTGGATG 0
stx , B56 TGGGTTTTTCTTCGGTATC

807

stx » B57 GACATTCTGGTTGACTCTCTT

Foram utilizados trés jogos de primers sintetizados pela Invitrogen, cada um
dos jogos de primers foi utilizado para amplificacdo de um dos trés operons
fimbriais estudados, pap, afa, sfa. O PCR foi realizado em um volume de 25 ul
contendo 5 ul do DNA template, 1,0 uM de cada um dos primers, 200 uM de cada
um dos quatro deoxinucleotideo trifosfato, 10 mM Tris HCI ( pH 8,3) 1,5 M Mg CI 2
e 2U de Taq polimerase (Biotol). A amplificacdo por PCR consistiu de um ciclo
inicial de desnaturacdo de 94 °C por 5 minutos seguido por 25 ciclos de
desnaturacdo a 94 °C por 2 minutos, anelamento a 65 °C por 1 minuto, extenséo a
72 °C por 2 minutos e um ciclo final de extenséo a 72 °C por 10 minutos. Segundo
o protocolo estabelecido por LE BOUGUENEC et al (1992) (Tabela 04).
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Tabela 04 - Quantidades de cada reagente utilizados na reagcédo para deteccéo

dos genes pap, afa, sfa.

Reacéo 1x 10x 15x 20x 25x

DNA template 5

H.O 1,5 ul 125 pl 187,5 ul 250 pl 312,5 ul
Tampéao 2,5 ul 25 ul 37,5 ul 50 ul 62,5 ul
En2 TAQ 1yl 10 pl 15l 20 ul 25 ul
DNTP (2 mm) 1yl 10 pl 15 pl 20 ul 25 ul
Primer 3 ul 30 ul 45 ul 60 ul 75 ul

(1 ml cada) (1 cada) (10 cada) (15 cada) (21cada) (25 cada)
Total 25 ul 20 liIT 20 pliIT 20 pliIT 20 pliIT

Apés um dos dois processos de amplificacdo 10yl da mistura de
amplificacdo foram analisados por eletroforese em um gel de agarose de 1,5%, e
os produtos da reacéo foram visualizados ap6s marcacdo com brometo de etideo.
Um controle da reacao (branco) o qual continha todos os componentes da mistura
de reacao exceto o DNA molde foi incluido em cada reacéao de PCR.

A tabela 05 apresenta a sequéncia de bases (primers) e o tamanho dos

segmentos dos genes pap, sfa, afa.

Tabela 05 - Primers utilizados na PCR para amplificacdo dos fragmentos
especificos dos genes pap, sfa, afa

Primer Sequéncia de nucleotideos Tamanho do produto

de amplificacédo (pb)

papl GACGGCTGTACTGCAGGGTGTGGCG

pap2 ATATCCTTTCTGCAGGGATGCAATA 328
sfa 1 CTCCGGAGAACTGGGTGCATCTTAC
sfa 2 CGGAGGAGTAATTACAAACCTGGCA 410

afal GCTGGGCAGCAAACTGATAACTCTC

afa 2 CATCAAGCTGTTTGTTCGTCCGCCG 750
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4.6 Manutencdo das Amostras de E.coli

Apos o isolamento, cada uma das amostras obtidas foi mantida de duas
maneiras:

- Através de repique semanal em placas de Petri ou quinzenal em tubo de
agar inclinado, sempre em meio de LB (Luria Bertani) e conservadas a 4°C em
geladeira.

- Em freezer a -20°C em tubos de plastico de microcentrifuga contendo 50%
de um crescimento bacteriano em LB (Luria Bertani) liquido e 50% de uma

solucéo de glicerol a 70%.
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5 - RESULTADOS

Foram isoladas 205 cepas de E. coli de 43 amostras obtidas de 21 gatos
saudaveis (n=95 cepas), 19 diarréicos (n=95 cepas) e 3 com sintomas de infeccao
do trato urinario (n=15 cepas) .

Do total de amostras urindrias coletadas de animais apresentados as
clinicas com sintomas de ITU, apenas 9 apresentaram crescimento bacteriano na
superficie do laminocultivo contendo meio seletivo Mac Conkey, sugerindo a
presenca de micro-organismo Gram negativo. Destas, trés foram positivas para E.
coli, permitindo o isolamento de 15 cepas.

As 43 amostras foram provenientes de 26 gatos machos (60,5%) e 17
fémeas (39,5%). Os animais do presente estudo foram ainda distribuidos por faixa

etaria e sexo em cada categoria segundo as Figuras 07 a 09.

5% 5% 10%

@ Jovem Fémea
24% ® Jovem Macho
O Adulto Fémea
B Adulto Macho
B Idoso Fémea

32%

@ Idoso Macho

24%

Figura 06 - Distribuicdo dos gatos saudaveis, estudados entre janeiro e

dezembro de 2009, na regido de Ribeirdo Preto - SP, segundo faixa etaria e sexo.
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11% 5%

O Jovem Fémea
B Jovem Macho
OAdulto Fémea
O Adulto Macho
B Idoso Fémea

26%
B ldoso Macho

26%

Figura 07 — Distribuicdo dos gatos diarréicos, estudados entre janeiro e

dezembro de 2009, na regido de Ribeirdo Preto — SP, segundo faixa etaria e sexo.

O Jovem Fémea
@ Jovem Macho
O Adulto Fémea
O Adulto Macho
B Idoso Fémea

O ldoso Macho

Figura 08 — Distribuicdo dos gatos com ITU, estudados entre janeiro e

dezembro de 2009, na regido de Ribeirdo Preto — SP, por faixa etaria e sexo.

As 205 cepas, identificadas em meio de Rugai com lisina, apresentaram

grande similaridade em relagdo ao padréo bioquimico estabelecido para E. coli
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guanto a fermentacdo da glicose (todas foram positivas), a producdo de gas (a
maioria produziu, porém em pequenas quantidades), e motilidade. Para a E.coli 0
crescimento no meio seletivo Mac Conkey com formacéo de colbnias grandes,
réseas, secas e opacas as caracteriza como lactose positivas sendo sugestivo de
se tratar do micro-organismo em questdo. Provas bioquimicas confirmatoérias
como indol, motilidade, fermentacdo da glicose e sacarose, producdo de gas e
descarboxilacdo da lisina devem ser positivas para E. coli com percentuais
predeterminados de variagdo que podem ser vistos nas tabelas que incluimos no
apéndice deste trabalho. Urease, producao de H,S, desaminac¢ao do triptofano e
utilizacdo do citrato, sdo provas em que mais de 90% das cepas de E.coli séo
negativas.

Entretanto algumas cepas mostraram uma inesperada variabilidade em
relacdo a fermentacdo da sacarose e a descarboxilacdo da lisina, diferindo do
padrdo bioquimico estabelecido para E. coli nestes aspectos. Entre os gatos
diarréicos a maioria das cepas (71,6%) nao fermentou a sacarose e entre estas
algumas também nao descarboxilaram a lisina, ndo apresentaram motilidade e
fermentaram a glicose, porém sem a producdo de gas. Este comportamento
bioquimico ocorreu em 4,21% das cepas dos gatos diarréicos, 6,31% das dos
saudaveis e 20% das cepas dos gatos com ITU, sendo sugestivo de um tipo raro
de E. coli, denominado Alkalescens-Dispar ou E. coli inativa. Este grupo
antigamente era considerado como pertencente ao género Shiguella, tal sua
semelhanca bioquimica. Para a confirmacdo desta hipdtese esta sendo
providenciada a sorologia destas cepas a qual sera realizada no Instituto Adolfo
Lutz. Sendo de um dos sorogrupos considerados de cepas invasoras como, por
exemplo, 028ac, 029, 0136, 0144, 0152, 0112ac, 0124, 0143, 0164, 0167, entdo
havera a confirmacdo como E. coli inativa ou Alkalescens-Dispar.

H& poucos relatos deste grupo de E. coli na literatura e alguns autores a
relacionaram a casos de diarréia infantil e de infeccfes do trato urinario (LEVINE &
TANIMOTO, 1953; CANDEIAS et al,1968; KAUFFMAN, 1969; CRICHTON et al,
1981; FAUNDEZ et al, 1988; BETIOLL et al, 1994). SORESCU et al (2000)
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isolaram cepas de E. coli Alkalescens-Dispar em fezes de suinos com diarréia.
Entretanto, ndo foi encontrada na literatura referéncias a E. coli inativa isolada em
amostras de gatos.

A tabela 06 apresenta o perfil bioquimico de algumas bactérias de
importancia clinica incluindo E. coli inativa. A Tabela 07 compara o perfil
bioquimico das cepas analisadas neste trabalho com as cepas de E. coli e E. coli
inativa segundo dados do Manual Microbiologico da ANVISA e a tabela 08 ressalta
0s testes bioquimicos onde as cepas do presente trabalho apresentam
semelhanca bioquimica com E. coli Alkalescens-Dispar. As Tabelas apresentadas
no Apéndice deste trabalho apresentam o perfil bioquimico mais utilizado nas
rotinas laboratoriais das Enterobactérias de maior importancia clinica, segundo a

ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria).

Tabela 06 — Perfil bioquimico de algumas enterobactérias de importancia clinica
incluindo E.coli e E.coli inativa segundo Manual de Microbiologia da

ANVISA (2004)
Bactérias Citrato Urease Lisina sacarose Lactose Gas motilidade PB#
Y. enterocolitica neg 75%+ nheg 95%+ 5%+ 5%+ neg 50%
Shigella spp. neg neg neg neg neg neg neg 50%
Klebsiella oxytoca + + + 100%+ + ++ neg 99%
E. coliinativa (rara) neg neg 40%+ 15%+ 25%-+ neg neg 80%
E. coli neg neg 90%+ 50%+ 95%+ 95%+ 95%+ 97%

PB# =Padrdo bioquimico; (%+)= percentual de cepas positivas; neg= reacao
negativa
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Tabela 07 — Perfil bioquimico das cepas de E. coli isoladas entre gatos saudaveis,
diarréicos e com ITU, entre janeiro e dezembro de 2009, na regido de
Ribeirdo Preto e de E. coli e E. coli inativa segundo Manual
Microbiologico da ANVISA (2004).

Bactérias Citrato Urease Lisina sacarose Lactose Gas motilidade PB#
E.coli S neg neg 64,2%+ 56,8%+ 85%+ 68,4%+ 98,9%+ ---
E.coli D neg neg 94, 7% 28,4%+ 90%+ 49,6%+ 95,8%+ ---
E.coli ITU neg neg 80%+ O+ 100%+ 34%+  100%+ ---
E. coli inativa (rara) neg neg 40%+ 15%-+ 25%+ neg neg 80%
E. coli neg neg 90%+  50%+ 95%+ 95%+ 95%+ 97%

PB# = Padrao bioquimico; neg= reacdo negativa;, S = Gatos saudaveis; D = gatos
diarréicos; ITU = gato com infeccdo do trato urinario.

Tabela 08 — Percentuais de cepas apresentando caracteristicas bioquimicas
semelhantes as de E. coli inativa entre gatos saudaveis, diarréicos
ou com ITU, entre janeiro e dezembro de 2009, na regido de
Ribeirdo Preto.

Gatos Gatos Gatos

Saudaveis Diarréicos ITU
Sacarose /gas /Lisina neg. 6,3 4,2 20
Gas neg. 31,6 50,5 66
Lisina neg. 35,8 5,3 20
Motilidade neg. 1,0 4,2 1
Sacarose neg. 43,2 76,8 100

Neg= negativo

Foram pesquisados os genes codificadores de fatores de viruléncia eae,
pap, sfa, stx; e stxp, relacionados com a produgdo de lesdes do tipo “attaching-
effacing’(eae), fimbrias (pap e sfa) e “shigalike” toxina ou verotoxina (stx; e stxy).
Os genes stx; ou stx, e afa ndo foram encontrados entre as cepas estudadas
(Figuras 09 a 11).
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Figura 09 - Eletroforese em gel de agarose de produtos de DNA
amplificados através da reacao de polimerase (PCR). O tamanho
dos produtos de amplificacdo estd mostrado a esquerda.

Foto A - Canaleta 1: marcador de peso molecular _X174 RFDNA - digestdo com
Hae lll; Canaleta 2 controle negativo; Canaleta 3: controle positivo stx1; Canaleta
4: F25-1 N; Canaleta 5: F 26-1 N; Caneleta 6: F 27-1 N; Canaleta 7: F14-2 N;
Canaleta 8: F 14-4 N; Canaleta 9: F 23-2 N; Canaleta 10: F 25-3 N; Canaleta 11: F
21-3 N; Canaleta 12: F 16-2 N; Canaleta 13: F 14-3 eae +; Canaleta 13: F 14-2 N;
Canaleta 14: F 9-3 N; Canaleta 15: F 12-4 N; Canaleta 16: Fs 1-1 N

Foto B - Canaleta 1: marcador de peso molecular X174 RFDNA - digestdo com
Hae lll; Canaleta 2 controle negativo; Canaleta 3: controle positivo pap; Canaleta
4: controle positivo Edilene 28 pap e afa; Canaleta 5: F 14-4 N; Caneleta 6: F 23-2
N; Canaleta 7: F 21-3 N; Canaleta 8: F28-3 pap+; Canaleta 9: F 14-3 N; Canaleta
10: F 12-4 N; Canaleta 11: F9-3 sfa +; Canaleta 12: Fs 6-1 N; Canaleta 13: Fs 1-1
pap/sfa+; Canaleta 14: Fs 8-3 N; 15: Fs 4-1 N; Canaleta 16: Fs 7-2 sfa+; Canaleta;
Canaleta 17: Fs 3-3 N; Canaleta 18: Fs 2-5 pap; Canaleta 19: Fs: 3-4 N; Canaleta
20: controle Edilene 57 pap
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Foto A

Foto B

Figura 10 - Eletroforese em gel de agarose de produtos de DNA
amplificados através da reacdo de polimerase (PCR). O
tamanho dos produtos de amplificacdo estd mostrado a
esquerda.

Foto A - Canaleta 1: marcador de peso molecular X174 RFDNA — digestdo com
Hae lll; Canaleta 2 controle negativo; Canaleta 3: controle positivo EDI 28
pap/afa+; Canaleta 4: controle positivo EDI 30 sfa+; Canaleta 5: F 8-1 N; Caneleta
6: F 9-1 sfa+; Canaleta 7: F10-1 sfa+; Canaleta 8: F 11-1 N; Canaleta 9: F 12-1
pap+/sfa +; Canaleta 10: F13-1 pap +/sfa +; Canaleta 11: F 14-1 sfa; Canaleta 12:
F 16-1 N; Canaleta 13: F 17-1 sfa; Canaleta 14: F 21-1sfa; Canaleta 15: F 22-1
sfa+; Canaleta 16: F 23-1 sfa; Canaleta 17:F24-1 N; Canaleta 18: F25-1 pap+;
Canaleta 19: F26-1 pap; Canaleta 20: F27-1 N

Foto B - Canaleta 1: marcador de peso molecular X174 RFDNA - digestdo com
Hae lll; Canaleta 2 controle negativo; Canaleta 3: controle positivo stx;; Canaleta
4: controle positivo stx;; Canaleta 5: F 8-1 N; Caneleta 6: F 9-1 N; Canleta 7: F10-
1 N; Canaleta 8: F 11-1 N; Canaleta 9: F 12-1 N; Canaleta 10: F 3-1 N; Canaleta
11: F 14-1 eae; Canaleta 12: F 16-1 N; Canaleta 13: F17-1 N; Canaleta 14: F 21-1
N; Canaleta 15:F 22-1 N; Canaleta 16: F 23-1 N; Canaleta 17: F 24-1 N
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Figura 11 - Eletroforese em gel de agarose de produtos de DNA amplificados
através da reacdo de polimerase (PCR). O tamanho dos produtos de
amplificacdo esta mostrado a esquerda.

Foto A - Canaleta 1: marcador de peso molecular X174 RFDNA — digestdo com
Hae lll; Canaleta 2 controle negativo; Canaleta 3: controle positivo stx;; Canaleta
4: controle negativo: Canaleta 5: Fs 2-5 N; Canaleta 6: Fs 3-3 N; Canaleta 7: Fs 4-
1 N; Canaleta 8: Fs 6-1 N; Canaleta 9: Fs 7-2 N; Canaleta 10: Fs 8-3; Canaleta
11: Fs 9-1N; Canaleta 12: Fs 13-2 N; Canaleta 13: Fs 17-3N; Canaleta 14: Fs 18-5
N; Canaleta 15: Fs 18-3 N; Canaleta 16: Fs 9-4 N

Foto B - Canaleta 1: marcador de peso molecular X174 RFDNA - digestdo com
Hae Ill; Canaleta 2 controle negativo; Canaleta 3: controle positivo pap/afa;
Canaleta 4: controle positivo sfa: Canaleta 5: Fs 4-1 N; Canaleta 6: Fs 6-1 N;
Canaleta 7: Fs 7-2 sfa+; Canaleta 8: Fs 8-3 N; Canaleta 9: Fs 9-1 N; Canaleta 10:
Fs 13-2 N; Canaleta 11: Fs 17-3 sfa; Canaleta 12: Fs 18-5 N; Canaleta 13: Fs 10-
1 pap/sfa+; Canaleta 14: Fs 14 pap/sfa+ ; Canaleta 15: Fs 19-2 N; Canaleta 16: Fs
20-3 N
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Pelo menos um dos genes de viruléncia pesquisado foi encontrado em
24,2% das cepas dos gatos saudaveis (n=23 cepas) e em 59% das dos diarréicos
(n= 55 cepas). O gene eae foi observado apenas no grupo dos gatos diarréicos e
sempre associado ao gene sfa, estando presente em 5 cepas (5,26%). O gene
pap foi encontrado em 11 cepas dos gatos saudaveis (11,6%) e sempre associado
ao gene sfa. Entre os diarréicos o gene pap foi observado em 25 cepas (26,3%)
tendo ocorrido tanto isoladamente (16%) como associado ao gene sfa (10,5%) e,
entre os com ITU ocorreu em 10 cepas também associado ao sfa. O gene sfa foi
encontrado em maior abundéancia, estando presente nos trés grupos e ocorrendo
tanto isolado como associado. Nos saudaveis estava presente em 23 cepas
(24,2%), tendo ocorrido isoladamente em 12 destas (12,6%). Entre os diarréicos
ocorreu em 40 cepas (42,1%), sendo encontrado isoladamente em 25 cepas
(26,3%). Entre os com ITU foi observado em todas as 15 cepas, estando
associado ao pap em 10 delas e nas outras 5 ocorreu isoladamente.

A tabela 09 mostra a frequéncia destes genes entre as categorias de animais do
estudo.

Tabela 09 — Presenca dos genes eae, pap e sfa entre os gatos saudaveis,
diarréicos e com ITU estudados entre janeiro e dezembro de 2009,
na regido de Ribeirdo Preto.

Genes Gatos Saudéaveis Gatos Diarréicos  Gatos com ITU

pap 0 15 0

eae 0 0 0

sfa 12 25 5
pap+eae 0 0 0
pap+sfa 11 10 10
sfateae 0 5 0

Total 23 55 15
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A escolha dos 20 agentes antimicrobianos para verificar as suscetibilidades
entre os isolados clinicos (19 gatos diarréicos e 3 com sintomas de ITU) e os
controles (21 gatos saudaveis) foi baseada em protocolos sugeridos pela CLSI
(2007) para Enterobactérias Gram — em isolados clinicos de ITU e diarréia. Tal
protocolo permite ainda a verificacdo de resisténcia do tipo ESBL (Betalactamases
de espectro estendido) e a observacdo de sinergismo ou antagonismo em
associacdes de antibidticos. Além disso, os antibidticos testados sdo de uso
frequente na clinica veterinéria de pequenos animais.

Os gatos saudaveis apresentaram 59 cepas susceptiveis aos 20
antimicrobianos testados (62,1%), 33 cepas resistentes a pelo menos 1 antibidtico
(34,7%) e 3 cepas com sensibilidade intermediaria (3,15%), tendo sido
encontradas maiores resisténcias para tetraciclina (30,5%), cotrimoxazol (17,9%),
e ampicilina (20,0%).

Os gatos diarréicos apresentaram 28 cepas suscetiveis a todos os
antimicrobianos testados (29,5%), 52 resistentes a pelo menos um antimicrobiano
(54,7%), e 15 cepas exibindo apenas sensibilidade intermediaria (16%). Além
disso, das 52 cepas relatadas como resistentes a pelo menos um antibiético, 29
apresentaram ainda sensibilidade intermediaria a pelo menos outro antibiético, o
gue conduz ao total de 44 cepas apresentando sensibilidade intermediaria
(46,3%). A maior resisténcia observada foi para cefalotina (42,1%), seguida pela
tetraciclina (20%) e ampicilina (15,7%).

Entre as 15 cepas de origem urinaria 6 apresentaram sensibilidade a todos
0os antimicrobianos testados (40%), 9 foram resistentes a pelo menos um
antibidtico (60%). Duas cepas (20%) entre as 9 resistentes apresentaram também
sensibilidade intermediaria a outro antibiético. A maior resisténcia foi para
ampicilina com 7 cepas (46,6%), seguida por tetraciclina e acido nalidixico, com 5
cepas (33,3%) e cefalotina, 2 cepas (13,3%). Estes resultados estdo resumidos na
tabela 10.
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Tabela 10 — Numero de cepas (e percentuais) de resisténcia, sensibilidade
intermediéria e sensibilidade entre os grupos de animais estudados
(em relacdo ao total de cepas de cada grupo), entre janeiro e
dezembro de 2009, na regido de Ribeirdo Preto.

R R+ SlI Sl S Total
Saudaveis 33(34,7%) O 3(3,15%) 59 (62,1%) 95
Diarréicos 52 (54,8%) 44(46,3%) 15(16%) 28 (29,5%) 95
ITU 9 (60%) 3 (20%) 0 6 (60%) 15

R= Numero de cepas resistentes; R+Sl= N°. de cepas resistentes a pelo menos
um antibidtico apresentando também sensibilidade intermediaria a pelo menos
outro antibidtico; Sl= NO° de cepas apresentando apenas sensibilidade
intermediaria e S= N°. de cepas sensiveis a todos os antimicrobianos testados.

Na tabela 11 descreve-se o perfil de suscetibilidades frente aos 20
antimicrobianos testados e na figura 13 estdo representadas a resisténcia, a
sensibilidade e a sensibilidade intermediaria entre os gatos saudaveis, diarréicos e

com sintomas de ITU.



58

Tabela 11 - Perfil de suscetibilidades a 20 agentes antimicrobianos em cepas de
origem fecal de E. coli isoladas de gatos saudaveis e diarréicos e de
cepas urinarias isoladas de gatos com sintomas de ITU, entre janeiro
e dezembro de 2009, na regido de Ribeirdo Preto.

Agentes antimicrobianos

Amicacina
Ampicilina
Amoxicilina+acid.clav.
Aztreonam
Cefepime
Cefoxetina
Ceftazidima
Ceftriaxona
Cefuroxima
Cefalotina
Ciprofloxacina
Cotrimoxazol
Gentamicina
Imipenem

Acid. Nalidixico
Nitrofurantoina
Norfloxacina
Acido pipemidico
Tetraciclina

Tobramicina

Gatos Saudaveis

R

17,9

3,2
30,5
0

S
97,9

80,0
100
100
100
100
100
100
100
99
100
82,1
97,9
100
97,9
100
97,9
96,8
69,5
100

Sl

2,1

O O O O O O O O O b OO0 O o o o o o

o

Gatos diarréicos

R S

1 93,7
158 73,7
0 95,8
0 95,8
0 100
0 100
0 100
0 100
1 84,3
42,1 35,8
1 96,9
3,1 96,9
0 94,7
0 100
56 934
2,1 86,3
0 100
0 100
20 79,0
0 87,4

Sl
53

10,5
4,2
4,2
0

0

0

0
14,7
22,1

12,6

Gatos com ITU

R
0

46,7

o O O O o o o

33,3
0

S
100

46,6
100
100
100
100
100
100
100
71,7
100
100
100
100
66,7
100
100
100
100
100

Sl

0
6,7
0

o O O o o o

13,3

OO O O O O O o o o o

R = %Resisténcia; S = %Sensibilidade; S| = %Sensibilidade intermediaria.
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Figura 12 - Representacdo da resisténcia, sensibilidade intermediaria e

sensibilidade entre as cepas isoladas de gatos saudaveis, diarréicos e
com ITU, entre janeiro e dezembro de 2009, na regido de Ribeirdo
Preto.
R= N°. cepas apresentando resisténcia a pelo menos um antibidtico;
R+S= NO°. cepas apresentando resisténcia a pelo menos um antibiotico
mais sensibilidade intermediaria a pelo menos outro antibidtico; SI= N°.
sensibilidade intermediaria a pelo menos um antibidético e S=
sensibilidade aos 20 antimicrobianos testados. Total= N°.total de cepas
de cada grupo.

Multiresisténcia a drogas (MDR), caracterizada como a resisténcia a trés ou
mais agentes antimicrobianos, foi encontrada nos 3 grupos. Os fenoétipos de
resisténcia exibidos pelas 205 cepas sdo apresentados na tabela 12 e foram
calculados com base no total de cepas de cada categoria. O fendtipo mais
frequente de MDR foi o da resisténcia a acido nalidixico-ampicilina-tetraciclina que
foi encontrado entre 33,3% das cepas dos animais com sintomas de ITU, e em
5,26% dos gatos diarréicos. Para os saudaveis foi ampicilina-cotrimoxazol-

tetraciclina, encontrada em 15,8% das bactérias.



60

Tabela 12 — Fendtipo de resisténcia entre cepas de E. coli isoladas de gatos
saudaveis (n=95 cepas), gatos diarréicos (n=95 cepas) e gatos com
sintomas de ITU (n=15 cepas), entre janeiro e dezembro de 2009,
na regido de Ribeirdo Preto.

Fenétipo de resisténcia (8323%5& Jeis ggﬁéicos IC_5I_€SOS com
AMP (T — 13,3
CRX 11 1,1
cPL 29,5 13,3
TET 11,6 1,1 -—
AMP/CFL e 2.1
AMP/NAL e e meen
AMP/TET 11 53
CcFLcwpe e i 15—
CFLUTET 53
PIP/SUT 1,1 e e
TET/SUT .
AMP/NAL/TET 5.3 333
AMP/SUT/TET 158  eeeee e
AMP/CFL/SUT/TET e 11 e
AMI/AMP/CFL/NIT/SUT/TET ----- 21 e
AMP/CIP/GEN/NAL/NOR/PIP/TET 01

* Percentual calculado considerando-se o total de cepas para cada grupo de
gatos. AMI (Amicacina); AMP (Ampicilina); CRX (Cefuroxima); CFL (Cefalotina);
CIP (Ciprofloxacina); GEN (Gentamicina); NAL (Acid.Nalidixico); NIT
(Nitrofurantoina); NOR (Norfloxacina); PIP (Acid. Pipemidico); TET (Tetraciclina).

Os perfis de resisténcia e sensibilidade intermediaria podem ser

visualizados dentro de cada grupo de animais segundo as figuras 14, 15 e 16.
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Figura 13 — Gatos diarréicos: Resisténcia e sensibilidade intermediaria em
cepas de origem fecal de E.coli isoladas de gatos diarréicos, entre
janeiro e dezembro de 2009, na regido de Ribeirdo Preto. R=N°. de
cepas resistentes; Sl= N°. de cepas sensibilidade intermediaria.
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Figura 14 — Gatos saudaveis: Representacdo da resisténcia e sensibilidade
intermediaria em cepas de origem fecal de E.coli isoladas de gatos
saudaveis, entre janeiro e dezembro de 2009, na regido de Ribeirdo
Preto. R=NuUmero de cepas resistentes; Sl= Numero de cepas

apresentando sensibilidade intermediéria.
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Figura 15 — Gatos com ITU: Resisténcia e sensibilidade intermediaria em cepas
de origem urinaria de E.coli isoladas de gatos com sintomas de ITU,
entre janeiro e dezembro de 2009, na regido de Ribeirdo Preto.
R=Nudmero de cepas resistentes; SI= Numero de cepas apresentando

sensibilidade intermediaria.

As associacOes entre a presenca de genes codificadores de viruléncia, a

sensibilidade, a resisténcia e a sensibilidade intermediaria aos antimicrobianos em

relacdo aos gatos saudaveis e diarréicos podem ser vistas na Tabela 13.

Tabela 13 — Presenca dos genes eae, pap e sfa em relacéo a sensibilidade, sensibilidade
intermediaria e resisténcia a antimicrobianos entre gatos diarréicos e
saudaveis, estudados na regido de Ribeirdo Preto, entre janeiro e dezembro

de 20009. .
Genes Gatos Saudaveis Gatos Diarréicos
N° S R Sl N° S R Si

Pap 0 0 0 15 7 5 7
Eae 0 0 0 0 0 0 0
Sfa 12 2 10 0 25 5 18 12
pap+eae 0 0 0 0 0 0 0
pap+sfa 11 6 0 10 2
sfateae 0 0 0 5 0

Total 23 8 15 0 55 12 37 26

S= sensivel; R= resistente; Sl= sensibilidade intermediaria; N°= nimero de cepas

apresentando genes de viruléncia.
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A Tabela 14 apresenta a relacdo entre o0 nimero de animais no mesmo ambiente,
0s genes de viruléncia, a resisténcia e a sensibilidade intermediaria para cepas de E. coli

no grupo dos gatos saudaveis.

Tabela 14 — Relacdo entre nimero de animais ho mesmo ambiente, genes de
viruléncia, resisténcia, sensibilidade intermediaria para cepas de E.
coli no grupo dos gatos saudaveis, estudados entre janeiro e
dezembro de 2009, na regido de Ribeir&o Preto.

N°. de gatos N° de N° de N° de N° de N° de N° de
vivendo Gatos cepas cepas cepas cepas cepas

com outros T \% R S. | S

gatos

Até 2 8 37 7 12 0 28

Até 3 5 25 10 13 1 11

Mais de 3 6 25 10 13 2 11

Clinica 2 7 0 2 0 5

T= total de cepas; V= N° de cepas apresentando pelo menos um gene de
viruléncia; R= N°. de cepas resistentes; Sl= N° de cepas com sensibilidade
intermediaria.

Os gatos criados isolados ou convivendo com até dois no mesmo ambiente
apresentaram resisténcia antimicrobiana em 12 cepas e presenca de genes
codificadores de fatores de viruléncia em 7 de um total de 37 cepas. Os que
viviam em grupos de 3 e os de grupos de mais de 3, apresentaram 0S mesmos
resultados para resisténcia e genes de viruléncia, ou seja, 13 e 10
respectivamente de um total de 25 cepas.

Apenas dois gatos vivendo em clinicas veterinarias foram analisados,
sendo que cada um residia em clinica localizada em cidades diferentes. De um
deles foram isoladas 5 cepas de E. coli, sendo todas sensiveis aos 20
antimicrobianos testados. Do outro gato somente 2 cepas (das cinco isoladas de
sua amostra fecal) foram identificadas como E. coli, sendo verificadas nas duas o
fendtipo de multiresisténcia a ampicilina/ciprofloxacina/acido
nalidixico/norfloxacina/acido pipemidico/tetraciclina. Este nimero é extremamente

pequeno para se fazer comparagfes, mas € interessante notar a multiresisténcia
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apresentada para as quinolonas (CIP, NAL, PIP), betalactamicos (AMP) e
tetraciclina (TET) em gato vivendo em ambiente onde o uso de antimicrobianos &

intenso. Para melhor visualizacao destes resultados utilizamos a figura 17.
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N° de Qtdecepas Genesde  Resistentes S. Sensivel
animais virlencia Intermediaria

Figura 16 — Relacdo entre numero de animais vivendo juntos e a presenca de
genes de viruléncia, resisténcia, sensibilidade intermediaria e
sensibilidade a antimicrobianos.
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6 — DISCUSSAO

Animais de estimagao representam um papel importante na sociedade
humana e inimeros beneficios de ordem emocional ou fisica advém da relacdo do
homem com seus animais de companhia. Atualmente existem as chamadas
terapias facilitadas por animais, onde estes s&o utlizados para ajudar na
recuperacdo de varios tipos de dificuldades ou patologias fisicas e mentais,
melhorando consideravelmente as respostas aos tratamentos (SERPEL, 1993;
BARAK et al, 2001; BARKER, 1999).

Diante desta realidade é importante a determinacdo dos riscos inerentes a
tal convivio e a melhor forma de evita-los. A bactéria E. coli € um importante
micro-organismo, tanto por desempenhar func¢des junto a microbiota intestinal
guanto por ser causadora de doencas da comunidade e nosocomiais, estando
relacionadas principalmente as trés sindromes clinicas: meningite neonatal/
septicemias, infec¢des do trato urinario e doencas intestinais.

A caracterizacdo do micro-organismo envolvido nestas sindromes, bem
como o conhecimento de seus mecanismos patogénicos e epidemiologicos €
importante no controle e tratamento destas infec¢des, portanto o diagndstico
preciso do micro-organismo € um ponto fundamental. Para as Enterobactérias sédo
definidas rotinas de isolamento e caracterizacdo bioquimica que permitem
identificar com um determinado percentual de seguranca as amostras obtidas de
isolados clinicos.

Neste trabalho encontramos uma inesperada variacdo para a fermentacao
da sacarose, para a descarboxilacdo da lisina, e para a producédo de gas a partir
da fermentacdo da glicose, embora para os outros testes como indol, urease,
producédo de H,S, desaminacao do triptofano tenham tido comportamento idéntico
ao padrao bioquimico para E. coli.

O comportamento bioquimico atipico, que pode ser verificado nas tabelas

06 e 07, com elevado percentual de cepas sacarose negativas foi o que
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inicialmente chamou a aten¢édo, em seguida a verificagdo da ocorréncia de 4,21%,
6,31% e 20% de cepas gas-lisina-sacarose negativas respectivamente do grupo
de gatos diarréicos, saudaveis e com sintomas de ITU, apresentado na tabela 08,
nos levou a investigar melhor o assunto e percebemos a possibilidade de se tratar
de um tipo raro de E. coli denominada inativa ou Alkalescens-Dispar, que na
década de 60 era considerada como pertencente ao género Shiguella.

Um dos mais antigos relatos a respeito de cepas Alkalescens-Dispar é de
LEVINE & TANIMOTO (1953) que conduziram estudo sobre atividade
antibacteriana (producéo de colicinas) entre cepas de Salmonela, Shigella, E. coli
e organismos entdo agrupados como Alkalecens-Dispar (AD) considerados como
pertencentes ao género Shigella e acharam interessante que as propriedades
antibacterianas do grupo Alkalescens pareciam ser mais relacionadas as do
género Escherichia que as do género Shigella, tendo encontrado componentes
antigénicos em comum com Escherichia. No Brasil, CANDEIAS et al (1968)
pesquisando a relacdo de diarréia infantil com varios micro-organismos relataram
o isolamento de S. alkalescens, ja comentando que alguns pesquisadores a
consideravam no género Escherichia. KAUFFMAN (1969) citou o grupo AD como
patdgenos oportunistas do trato urinario.

Embora sua ocorréncia seja pouco relatada, alguns pesquisadores atentam
para a importancia de tais cepas, por varios motivos, um dos quais a possibilidade
de serem confundidas com Shigella, levando a subestimar a prevaléncia de E.coli
em estudos epidemioldgicos, além de seu potencial de causar infec¢do do trato
urinario. CRICHTON et al (1981) sugeriram testes da presenca de hemaglutinina
manose resistente MRHA (hemaglutinina manose resistente) para a diferenciacéo
de E. coli inativa (AD) com Shigella. OLD & CRICHTON (1986) relataram a
presenca de fimbria P em todas as cepas AD dos sorogrupos Ol e 02,
confirmando seu potencial como patégeno do trato urinario.

FAUNDEZ et al (1988) encontraram EIEC associada a diarréia infantil no
Chile exibindo cepas com grande variagcdo no padrdo bioquimico, sendo muitas

destas EIECs lisina negativa e imoveis. Também foi relatada uma alta capacidade
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de invasdo e multiresisténcia a antimicrobianos, atribuida a presenca de um
grande plasmideo (120 MD).

BETIOLL et al (1994), pesquisando agentes etiologicos relacionados com
SIDS (“Sudden Infantile Death Syndrome” - sindrome da morte infantil subita)
encontraram 16% de E. coli Alkalescens-Dispar em casos de SIDS em contraste
com 4,5% no grupo controle (embora a sindrome ndo possa ser atribuida a um
micro-organismo em particular, pois varios fatores estdo presentes). O
pesquisador chama a atencdo para a dificuldade em reconhecer a E. coli inativa
em rotinas de laboratério, uma vez que por suas caracteristicas bioquimicas pode
ser facilmente relatada como Shigella.

SORESCU et al (2000) isolaram cepas de E.coli Alkalescens-Dispar em
suinos com diarréia e descreveram o perfil bioquimico da cepa, caracterizando-o
como imoével, ndo produtor de gas a partir da fermentacdo da glicose, sacarose e
lisina negativa e fermentadores tardios da lactose. Ao exame em microscopio
eletrénico demonstraram possuir fimbrias, mas nao flagelos. As cepas analisadas
apresentaram resisténcia a tetraciclina, estreptomicina e cloranfenicol. Nao foram
detectadas enterotoxinas ST ou verotoxinas em nenhuma das cepas com as
caracteristicas bioquimicas acima citadas. O comportamento bioquimico de
algumas cepas do presente estudo € semelhante ao do estudo comentado
anteriormente, exibindo, portanto, caracteristicas compativeis com E. coli
Alkalescens-Dispar. Além disso, as cepas deste estudo com as caracteristicas
semelhantes a E. coli AD, apresentaram genes sfa e pap, codificadores de
fimbrias e ndo apresentaram genes stx codificadores de shigalike toxina.

Cepas de E. coli com capacidade invasora tém sido cada vez mais
relacionadas com sindromes inflamatorias intestinais como a doenca de Crohn. A
presenca do patdégeno na microbiota de individuos com a doenca, assim como a
ocorréncia de anticorpos especificos para E.coli invasiva € muito mais frequiente
do que na populacdo controle, embora estas sindromes sejam complexas e
atribuidas a varios fatores, entre 0s quais caracteristicas genéticas relacionadas a
aspectos autoimunes (XAVIER & PODOLSKY, 2007; SASAKY et al, 2007).
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As constatagOes anteriormente comentadas, ao lado das evidéncias de
transferéncia horizontal de genes de viruléncia e resisténcia a antimicrobianos,
ressaltam a importancia de um maior conhecimento sobre a flora intestinal normal,
tanto em relagdo a sua biodiversidade quanto as caracteristicas intrinsecas dos
micro-organismos que a compdem, como a determinagéo das suscetibilidades aos
antimicrobianos e a presenca de fatores de viruléncia. A resisténcia em bactérias
da flora é menos estudada que em patégenos. No passado o foco de atengéo era
guase exclusivamente o mecanismo de resisténcia em bactérias patogénicas,
entretanto, em muitos casos estes estudos possibilitam pouca informacao sobre a
origem e fonte de resisténcia aos antimicrobianos. Uma visédo mais ampla deve
incluir o estudo em bactérias ndo patogénicas e uma das questdes a serem
respondidas é quanto o desenvolvimento da resisténcia na flora normal esta
diretamente relacionado com o dramatico aumento desta em patdégenos.

A pressao seletiva exercida pelos antibidticos ndo € restrita apenas a
organismos patogénicos. MOYAERT et al (2006) investigaram a prevaléncia de
resisténcia antimicrobiana em diferentes populacbes de gatos e encontraram
cepas resistentes e multiresistentes em gatos saudaveis. O presente estudo
também verificou a presenca de cepas resistentes entre 0s gatos saudaveis
(34,7%), embora a prevaléncia destas tenha sido menor do que a do grupo de
gatos diarréicos (54,7%) e com sintomas de ITU (60%).

Curiosamente, a resisténcia apresentada para ampicilina para os animais
diarréicos (11,6%) foi menor que para os saudaveis (20%). Talvez tal fato se deva
a presenca da associacdo de resisténcia da ampicilina-cotrimoxazol-tetraciclina
gue ocorreu em 10 cepas isoladas a partir de 2 gatos saudaveis do mesmo
proprietario, este percentual € préximo ao do encontrado por MOYAERT et al
(2006) para ampicilina no grupo de gatos vivendo em gatis (25,6%). Os
percentuais encontrados entre os gatos diarréicos deste estudo para ampicilina
sdo préximos aos encontrados por Moyaert na populacdo de gatos vivendo em
residéncias como Unicos animais de estimacao (15,8%). Quanto a resisténcia a

associacdo amoxacilina-acido clavulénico houve concordancia de resultados em
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relacdo aos gatos saudaveis e com ITU do presente estudo e os grupos de
animais de residéncia e de gatis encontrados pelos referidos autores, ou seja,
todas as cepas destes animais foram suscetiveis a associacdo destes
antimicrobianos. Entretanto os gatos diarréicos deste trabalho apresentaram 4,1%
de sensibilidade intermediaria & amoxacilina-acido clavulénico. Os animais
hospitalizados analisados por Moyaert e colaboradores apresentaram 18,2% de
resisténcia a AMC.

AUTHIER et al (2006) e COSTA et al (2008) do Canada também relataram
uma porcentagem de resisténcia de cepas de E. coli isoladas de gatos saudaveis
muito semelhante a relatada no presente estudo, especialmente para ampicilina,
cefalotina e tetraciclina. A Unica excecao foi para a resisténcia ao cotrimoxazol que
mostrou uma inesperada alta porcentagem de resisténcia (17,9%) entre as cepas
de gatos saudaveis que foi completamente diferente dos dados relatados pelos
autores acima mencionados, o que poderia indicar um uso inapropriado da droga
na regiao deste estudo.

E interessante ressaltar que as cepas de E. coli isoladas tanto dos gatos
diarréicos quanto dos saudaveis neste estudo mostraram, em geral, baixas
porcentagens de resisténcia a aminoglicosideos, cefalosporinas e quinolonas, o
gue pode ser uma informac&o importante por permitir uma terapia empirica segura
para o tratamento de animais de estimacdo com estes antibidticos nesta regiao.

Ciclo de muatua infecgdo por E. coli patogénica entre gatos e humanos é
possivel, ainda que a dinamica desta transmissao ndo seja bem entendida. Gatos
domeésticos podem ser colonizados por cepas carregando genes codificadores de
fatores de viruléncia, ja tendo sido descritos em gatos varios sorotipos de EPEC
anteriormente identificados em humanos. MORATO et al (2008) encontraram
grande similaridade genética entre cepas 0O111: H25 e O125: H6 isoladas de cées,
gatos e humanos. Relataram ainda a presenca do gene eae em varias cepas e
ndo encontraram genes stx, nem cepas ETEC ou EHEC. No presente trabalho
também encontramos o0 gene eae em 5 cepas isoladas de gatos com diarréia

dentre as 205 analisadas nos trés grupos de animais e podemos dizer que 0s
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genes codificadores de viruléncia foram mais frequientes entre as cepas dos gatos
diarréicos que entre as dos saudaveis. Assim como em relacdo ao estudo
anteriormente citado, ndo foram encontrados genes stx entre as cepas isoladas
neste trabalho.

POPISCHIL et al (1987) descreveram dois casos de diarréia em gatos por
cepas EPEC, confirmando o fenétipo “attaching-effacing”. ABAAS et al (1989)
conseguiram determinar a associacao de cepas VTEC (também chamadas STEC)
com diarréia em gatos tendo encontrado diferenca significativa em relacdo aos
gatos saudaveis. Porém SMITH et al (1998) estudaram a prevaléncia de cepas
STEC nao tendo conseguindo estabelecer associacdo significativa com diarréia
em gatos. Sorotipos previamente isolados em humanos e bovinos foram
identificados nestas cepas, concluindo desta forma que gatos podem ser
reservatorios de sorotipos STEC para humanos e bovinos.

BEUTIN, (1999) chamou a atencdo para a alta correlacdo genética entre
EXPECs isoladas de humanos, cdes e gatos, porém encontraram padroes
diferentes na adesdo pelas fimbrias, sugerindo especificidade para hospedeiro
gue ja era sugerida por MARKLUND et al (1992) baseados principalmente na
existéncia de trés diferentes classes de adesinas PapG. JOHNSON et al (2000;
2001) encontraram o alelo papGlll em isolados de cistite de cdes e de humanos,
mostrando grande similaridade entre E. coli isoladas de infec¢cfes do trato urinario
de homens e animais. FERIA et al (2001) demonstraram que cdes e gatos com
ITU compartilhavam fatores de viruléncia com E. coli de humanos com esta
infeccdo. Mais recentemente, FREITAG, et al, (2004) observaram similaridades
entre E. coli isoladas de gatos domeésticos e E. coli causadora de sérias
complicagcBes extra intestinais em humanos.

As cepas analisadas no presente estudo, tanto resultantes dos isolados
clinicos (diarréia e ITU) como as de gatos saudaveis apresentaram genes
codificadores de fatores de viruléncia como os genes pap e sfa que codificam
adesinas fimbriais, importantes na colonizacdo do trato urinario e na determinacao

de enteropatogenicidade. O gene eae responsavel por lesdes do tipo “attaching-
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effacing” foi encontrado apenas entre os animais diarréicos neste trabalho. O
papel de cdes e gatos como reservatorios de genes eae foi investigado por
KRAUSE et al (2005) que encontraram uma prevaléncia de genes eae de 7,2%
em cées e 6,5% em gatos sem sintomas clinicos, algumas destas cepas eram de
sorotipos reconhecidos como patdégenos de humanos. MORATO et al (2008)
também citam gatos como reservatérios naturais de tipos enteropatogénicos de E.
coli em humanos.

Embora o numero de amostras urinarias tenha sido muito pequeno no
presente estudo, estd de acordo com a literatura que cita a dificuldade de
isolamento bacteriano em gatos exibindo sintomas de infec¢des do trato urinario
(KRUGER et al,1991; RECHE JUNIOR & HAGIWARA, 1998). As caracteristicas
do sistema urinario desta espécie dificultam a colonizag&o por bactérias, uma vez
gque o pH da urina é baixo e a densidade bastante elevada. Desta forma, as
doencas do trato urinario em gatos sdo mais de origem inflamatéria, como por
exemplo, pela presenca de célculos urinarios, do que de origem infecciosa.

Porém, quando a etiologia é bacteriana, a E. coli € o micro-organismo
prevalente. CORREIA et al (2007) relataram uma prevaléncia de E. coliem ITU de
humanos de até 90%. PIMENTA et al (2007) relacionaram a bactéria em 89% das
ITU em cées e 11% em gatos. RECHE JUNIOR & HAGIWARA (1998) citaram o
crescimento bacteriano em apenas 8% de amostras de origem urinaria, e em
trabalho mais recente (2005) o mesmo autor trabalhando com gatos que
apresentavam afeccdes clinicas em outros sistemas além de sintomas de ITU,
como por exemplo, diabetes, pancreatite e lipidose hepatica, encontraram uma
prevaléncia de 24,5% de crescimento bacteriano em cepas urinarias. DAVIDSON
et al (1992) encontraram um percentual de 25% de crescimento bacteriano, bem
proximo ao do autor anteriormente citado, porém trabalharam com cepas
provenientes de gatos com idade média de 10,5 anos. Uma das trés amostras
urinarias do presente estudo foi proveniente de uma fémea jovem exibindo sinais
clinicos mais severos e ndo obviamente relacionados ao sistema urinario. Este

animal apresentava acentuada ictericia, anorexia, e prostracdo. A urina foi
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semeada em meio Mac Conkey apresentando intenso crescimento bacteriano,
resisténcia a acido nalidixico, ampicilina e tetraciclina e foram observados genes
de viruléncia pap e sfa.

Outro caso interessante observado foi um fenétipo de multiresisténcia em
duas cepas isoladas do mesmo gato saudavel que vivia em uma clinica
veterindria. Estas cepas foram resistentes a acido nalidixico, acido pipemidico,
ampicilina, ciprofloxacina, gentamicina, norfloxacina e tetraciclina. Dois aspectos
podem ser considerados em relacdo a este caso: primeiro, a verificagdo de
resisténcia em cepas isoladas de animal saudavel estd de acordo com varios
autores como: LILENBAUM et al (2000), GUARDABASSI et al (2004),
CARATTOLI et al (2005), MOYAERT et al (2006), que enfatizam que tanto
bactérias patogénicas como as comensais da microbiota podem apresentar
resisténcia antimicrobiana; segundo, em ambientes com alta pressao de selecao
pelo uso intenso de antibioticos observa-se aumento da resisténcia
(GUARDABASSI et al, 2004; ROSAS et al, 2006; REDONDO & ALONSO, 2007).

MOYAERT et al (2006) compararam varios grupos de gatos quanto ao
ambiente e a presenca de resisténcia ou multiresisténcia em cepas de E.coli tendo
encontrado diferencas significativas entre animais domiciliados em residéncia
particular e animais criados com varios outros em gatis, assim como em animais
hospitalizados. Neste estudo foi observada uma maior tendéncia de resisténcia
entre 0s animais vivendo em grupos maiores, porém para melhores conclusées
guanto ao efeito do numero de animais convivendo em um mesmo ambiente,
novos estudos deverdo ser conduzidos abrangendo um maior nimero de animais
para que as comparacdes possam ser significativas.

REDONDO & ALONSO (2007) também associaram a pressdo ambiental ao
surgimento de resisténcia em cepas de E. coli. Analisaram isolados clinicos de
humanos e encontraram cepas em areas distantes do mesmo hospital carregando
plasmideos com padrbes de restricdo idénticos, contendo genes de resisténcia
para 0s mesmos grupos de antibiéticos, o que significa que além do uso intenso

de antimicrobianos estar selecionando cepas resistentes, esta ocorrendo também
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transferéncia horizontal destes genes através de elementos genéticos mobilizados
através de plasmideos.

A associacdo entre o aumento de uso de antibiéticos e a emergéncia de
resisténcia antimicrobiana em animais de companhia foi bem documentada por
GUARDABASSI et al (2004) em estudos retrospectivos conduzidos na Suica,
onde o aumento oficialmente registrado do uso de lincosamidas foi relacionado ao
aumento de resisténcia em cepas de Staphilococcus isoladas de piodermite. Da
mesma forma, nos EUA o aumento de uso de fluorquinolonas (de 1.334 g em
1995 para 2.358 g em 1996) em cdes com ITU foi acompanhado pelo aumento de
cepas de E. coli resistentes a esta classe de antibidticos bem como um aumento
de multiresisténcia em outras bactérias Gram — em infec¢gdes nosocomiais de
céaes.

LILENBAUM et al (2000) no Brasil descreveram o primeiro caso de
Staphilococcus aureus meticilina resistente (MRSA) na flora de gatos saudaveis. A
infeccdo parece ter ocorrido ap0s a exposicdo destes animais a pessoas
infectadas, além disso as cepas isoladas eram de sorotipos prevalentes em
humanos, o que evidencia que estes gatos eram hospedeiros secundarios. Tal
fato demonstra que bactérias de origem humana podem ser transmitidas ao
animal de estimacédo e este, por sua vez, pode adquirir genes de resisténcia de
bactérias da microbiota que pode ainda ser selecionada através de tratamento
antimicrobiano neste animal. Mesmo no caso de transmissdo do homem para o
animal, este udltimo pode contribuir para a propagacdo da bactéria resistente
através das fezes, disseminando-a na populacdo humana e no ambiente.

O trabalho de ROSAS et al (2006) contribuiu para esclarecer as fontes de
contaminacao por bactérias resistentes. Foram analisadas amostras de poeira
residencial e de ambientes externos quanto a presenca de coliformes fecais, entre
estes, E. coli, tendo sido encontradas mais unidades formadoras de coldnia dentro
do que no exterior de residéncias, principalmente naquelas com carpetes e
animais de estimacdo. Porém as bactérias encontradas no exterior foram mais

parecidas com sorotipos prevalentes em bactérias de origem humana, enquanto
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no interior das residéncias as bactérias isoladas eram mais parecidas com as de
origem animal. Sugerindo que em ambientes externos a maior fonte de
contaminacdo € de origem humana, em contrapartida, em ambientes internos
animais de companhia sao as principais fontes de contaminacao.

Cepas de E. coli MDR isoladas de caes apresentaram genes de resisténcia
associados a integron classe | que tinham sido anteriormente descritos em
bactérias isoladas de infeccbes clinicas em humanos (KANG et al, 2005). Isto
sugere a disseminacdo de mecanismos comuns de resisténcia entre cepas de
cdes e homens, possivelmente através de co-selecdo e transferéncia de
plasmideos de resisténcia a multiplas drogas (TROTT et al, 2004).

Genes de resisténcia residentes em integron classe | ja foram registrados
em E. coli isoladas de gatos saudaveis (COSTA et al, 2008). Integrons sao
importante mobilizadores de genes em E. coli, mas ndo sdo estavelmente
mantidos sem presséo de selecdo por ndo existir similaridade suficiente no codon
de uso preferencial entre a bactéria hospedeira e o integron. A similaridade é
suficiente apenas para permitir a inser¢cao do integron no genoma bacteriano, mas
nao suficiente para sua fixagdo sem a presenca de um fator que selecione estes
genes contidos no integron, como por exemplo, a presenca de antimicrobianos em
relacdo a genes de resisténcia associados a estes elementos moveis. Uma vez
cessada a pressao representada pelo uso do antimicrobiano estes integrons séo
perdidos.

A analise bioinformatica permitiu concluir a instabilidade de integrons classe
| em E. coli e demonstrar que esta e outras Enterobactérias tém adquirido e
perdido integrons e integrases muitas vezes durante a evolucdo. Cepas nao
clinicas de E. coli sdo relatadas como tendo menor capacidade de ganhar
integrons classe |, o que pode ser devido a suas caracteristicas intrinsecas.
Porém, também € possivel que a natureza plasmidial de integrons em E. coli e as
diferencas de codon de uso preferencial de integrons e suas integrases em
relacdo ao genoma de E.coli faca com que estes elementos méveis sejam

instaveis. Desta forma, na auséncia de pressao seletiva, integrons carregando
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genes codificadores de resisténcia sao facilmente perdidos. Isto reforca a
importancia representada pelo uso de antimicrobianos em relagéo a resisténcia.

A resisténcia de espectro ampliado aos betalactamicos (ESBL) em cepas
de E. coli isoladas de cées e gatos tem sido relatada por diversos autores (FERIA
et al, 2002; WARREN et al, 2001; CARATTOLI et al, 2005; DOMINGOS et al,
2009) e constitui uma preocupa¢do muito grande para a saude publica, uma vez
gue estes antimicrobianos s&do agentes terapéuticos eficazes em infecgcOes
significativas.  Felizmente, o presente trabalho ndo detectou este tipo de
resisténcia entre os grupos de gatos estudados.

O uso de antimicrobianos deve seguir protocolos criteriosos para ajudar a
conter a resisténcia. Diagndstico seguro do micro-organismo envolvido nas
infeccdes da comunidade ou nosocomiais € uma importante etapa deste processo.
Aléem disso, atualizacbes constantes sobre o estado de resisténcia aos
antimicrobianos mais utilizados na medicina veterinaria sdo necessarias.

O rastreamento do movimento dos genes de resisténcia e melhores
conhecimentos sobre as rotas de transmisséo tanto de bactérias comensais, como
de patogénicas, entre animais e seres humanos que vivem em contato s&o
aspectos dificeis de ser totalmente esclarecidos, porém sdo de fundamental
importancia se a resisténcia e organismos resistentes devem ser controlados.
Para isto esforcos nacionais e internacionais devem ser mobilizados e uma
vigilancia epidemioldgica eficiente precisa ser constantemente mantida.

Mais estudos deverdo ser realizados no futuro, a fim de acompanhar a
evolucdo da viruléncia e da resisténcia antimicrobiana entre cepas de E. coli de

animais de estimacao.
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7 — CONCLUSOES

v' Foram identificadas 205 cepas de E. coli provenientes de amostras de
trés grupos de gatos: 21 diarréicos, 19 saudaveis e 3 com sintomas de infeccao
urinaria (ITU).

v' Os genes codificadores de adesinas (sfa e pap) foram encontrados nas
cepas isoladas dos trés grupos, porém foram mais freqlientes entre as cepas dos
gatos diarréicos, sendo que o gene sfa ocorreu em maior abundéancia.

Foram encontradas cepas com potencial de causar lesbes do tipo
“attaching-effacing” entre os gatos diarréicos determinadas pela presenca do gene
eae, que foi verificado apenas neste grupo e sempre associado ao sfa.

O gene pap ocorreu isolado ou associado ao sfa entre as cepas dos
diarréicos, nos demais grupos apresentou-se associado ao sfa.

Nenhuma das cepas apresentou 0s genes stx; e stxp, hdo sendo, portanto
caracterizadas como enterotoxigénicas. O gene afa, codificador de adesinas
afimbriais, também néo foi encontrado.

v' As cepas dos gatos saudaveis apresentaram maiores suscetibilidades
aos antimicrobianos testados que as dos diarréicos. Os gatos com ITU
apresentaram 40% de cepas sensiveis.

A sensibilidade intermediaria foi maior entre os animais diarréicos que entre
0s saudaveis, o que contribuiu para a baixa susceptibilidade nesta categoria.

Fendtipos de multiresisténcia, caracterizados como a resisténcia a 3 ou
mais antibioticos foram encontrados nos isolados dos 3 grupos, sendo o fenotipo
ampicilina-cotrimoxazol-tetraciclina prevalente entre os diarréicos e o fendtipo
ampicilina-acido nalidixico-tetraciclina o mais freqlente tanto entre os saudaveis
como nos com sintomas de ITU.

v' Nao foi verificada resisténcia do tipo ESBL entre as cepas isoladas no

presente estudo.

v' Variacdo na fermentacdo da sacarose, na descarboxilacdo da lisina, e

na producdo de gas a partir da fermentacdo da glicose em relagdo ao padrédo
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bioquimico esperado para a E. coli sugestiva de E. coli Alkalescens-Dispar, um
tipo raro de E. coli invasiva, também chamada inativa, que tem sido relacionada
com importantes afeccdes clinicas em humanos e anteriormente a este estudo
somente verificada em suinos.

v' Os estudos de vigilancia bacteriolégica sdo métodos de grande utilidade
para se determinar as tendéncias de sensibilidade microbiana das bactérias. Sao
estudos de validade temporal devido a capacidade das bactérias em desenvolver
mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos. Essa realidade pressupde a
necessidade de estudos continuados de sensibilidade bacteriana, especialmente
para E. coli, visando aumentar a eficiéncia de protocolos terapéuticos.

v' A possibilidade de transmissédo cruzada de genes condicionadores de
viruléncia e de resisténcia a antimicrobianos entre homens e animais ressaltam a
necessidade do uso racional de antibidticos e de medidas de higiene no contato

com os animais de estimacao.
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9 - APENDICE

Nas péaginas seguintes sdo apresentadas tabelas para a identificacdo
bioquimica de Enterobactérias de importancia clinica, segundo Manual de
Microbiologia da ANVISA (2004). Estdo destacadas as andlises para E. coli e E.

coli inativa.
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Caracterizacdo Bioquimica das principais Enterobactérias de importancia clinica (%)

Bactérias Gelatina Malon. Gas glicose Lactose Sacarose Escul. DNase
Citrobacter freundii 0 11 89 78 89 0 ’ 0
Citrobacter diversus (koseri) 0 a5 98 50 40 1 0
Citrobacter amalonaticus 0 1 97 35 9 5 0
Edwardsiella tarda 0 0 100 0 0 0 0
Enterobacter aerogenes 0 95 100 95 100 98 0
Enterobacter cloacae 0 75 100 | 93 97 30 0
Enterobacter agglomerans 2 65 20 | 40 75 60 0
Enterobacter gergoviae 0 96 98 55 98 97 0
Enterobacter sakazakii 0 18 98 99 100 100 0
Escherichia coli 0 0 :ﬁs 95 50 35 0
Escherichia coli inativa 0 0 5 25 hs 5 0
Shigella dysenteriae 0 0 0 0 0 0 0
Shigella flexneri 0 0 3 1 1 0 0
Shigella boydii 0 0 0 1 0 0 0
Shigella sonnei 0 0 0 2 1 0 0
Hafnia alvel 0 50 98 5 10 7 0
Klebsiella pneumoniae 0 93 97 98 99 99 0
Klebsiella oxyloca 0 98 97 100 100 100 0
Klebsiella ozaenae 0 3 50 30 20 80 0
Klebsiella rhinoscleromatis 0 95 0 0 75 30 0
Morganella morganii 0 1 90 1 0 0 0
Proteus mirabilis 90 2 96 2 15 0 50
Proteus vulgaris 91 0 85 2 97 50 80
Providencia retlgeri 0 0 10 5 15 35 0
Providencia stuartii 0 0 0 2 50 0 10
Providencia alcalifaciens 0 0 85 0 15 0 0
Salmonella spp. 0 0 96 1 1 5 2
Salmonella typhi 0 0 0 1 0 0 0
Salmonella cholerasuis 0 0 95 0 0 0 0
Salmonella paratyphi A 0 0 99 0 0 0 0
Salmonella gallinarum 0o | o 0 0 0 0 10
Salmonella pullorum 0 0 90 0 0 0 0
Salmonella outras 1 v 100 v 1 Oou15
Serralia marcescens a0 3 55 2 99 95 98
Serratia liquefaciens 90 2 75 10 98 97 85
Serratia rubidae 90 94 30 100 99 94 99
Yersinia enterocolitica 0 0 5 5 95 25 5

Malon. — malonato, Escul. — esculina,

Fonte: www.anvisa.gov.br/servicosaude/.../identificacao5.htm. Acessado em:
5/03/2010
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Caracterizacdo Bioquimica das principais Enterobactérias de Importancia clinica

(%)

Bactérias Indol | Citr. | H:S Uréia |Fenil. | Lisina | Argin.| Ornit. | Matil.
Citrobacter freundii 33 78 78 4 o 67 0 89
Citrobacter diversus (koseri) 99 99 0 75 0 4] 80 99 a5
Citrobacter amalonaticus 100 95 5 as 0 o 85 a5 a5
Edwardsiella tardz 1 100 0 100 100 98
Enterobacter asrogenes 0 95 ] 0 98 a8 a7
Enterobacter cloacae 100 0 65 0 o a7 96 a5
Enterobacter agglomerans 20 50 0 20 20 o 85
Enterobacter gergoviae 0 99 0 93 0 90 o 100 Q0
Enterobacter sakazakii 11 99 0 1 50 o a9 a1 96
Escherichia coli 98 1 1 1 0 90 17 65 95
Shigella dysenteriae 45 0 ] ] 0

Shigella fexner 50 0 ] 4] 0 5

Shigella boydi 25 0 0 0 0 18

Shigella sonnei 0 0 0 0 0 o 2 a8 0
Hafnia alvei 0 10 0 4 0 100 B a8 85
Kiebsielia pneumoniae 0 a8 0 95 4] o8 4] 4]
Klebsiella oxyloca 99 95 ] 90 1 99 [} 0
Klebsiella ozasnae 0 30 0 10 0 40 B 3 0
Klebsiella rhinoscleromalis 0 0 0 0 0 o o 0
Morganelia morgani 95 0 20 95 95 W [} 95 W
Frofeus mirabilis 2 65 98 98 98 o] 4] 99 95
Froteus vulgaris 98 15 95 95 99 o [} 95
Frovidencia rettgeri 99 95 0 a8 a8 o o a4
Providencia stuartii 98 93 30 95 i} 0 B5
Frovidencia alcalifaciens 99 98 0 0 a8 o o 0 96
Salmonella spp. 1 95 95 1 0 a8 70 a7 a5
Salmonelia typhi 0 0 97 0 0 a8 3 0 a7
Salmonelia cholerasuis 0 25 50 0 0 a5 55 100 a5
Salmonella paratyphi A 0 0 10 [4] 0 0] 15 95 a5
Salmonelia gallinarum 0 0 100 0 0 90 10 1
Salmonella pullorum 0 1] a0 0 4] 100 10 95 0
Salmonella outras 1 90 100 4] 4] 99 TO 23 99
Serralia marcescens 1 98 0 15 0 99 o g9 a7
Serratia liguefaciens 1 90 0 3 o} a5 o} g5 a5
Serratia rubidae 0 95 0 2 0 55 o 0 85
Yersinia enterocolitica 50 0 0 75 0 o o 95 2
Citr. - citrato, Fenil. - fenilalanina, Argin. - arginina, Ormit, - omitina, Motil. - motilidade
Fonte: www.anvisa.gov.br/servicosaude/.../identificacao5.htm. Acessado

5/03/2010

em:
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Baixar livros de Literatura Infantil
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Baixar livros de Meio Ambiente
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Baixar Monografias e TCC
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