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DE PAULA, C.L. Patégenos bacterianos isolados de fezes de felinos
domésticos, sem sinais entéricos, de ambiente urbano e rural. Botucatu, SP,
2016. 71p. Mestrado — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Os patdégenos entéricos sdo um grupo complexo de micro-organismos que causam
doengas em animais e humanos. Os gatos domésticos podem ser considerados
carreadores de patdégenos entéricos com potencial zoonético devido ao habito de
auto-limpeza, estabelecer amplo territério, pelo instinto de cagca e eliminar
subclinicamente patégenos. O presente estudo investigou a ocorréncia de
Escherichia coli, Salmonella sp., Clostridium spp. € Rhodococcus equi nas fezes de
200 gatos domeésticos sem sinais entéricos, dos quais 100 pertenciam ao ambiente
urbano e 100 a areas rurais. Marcadores de viruléncia de E. coli, Clostridium spp. e
R. equi também foram investigados. Do total de 200 amostras fecais avaliadas foram
identificadas 175 (88%) linhagens de E. coli das quais 93 (93%) de gatos de
ambiente urbano e 82 (82%) de gatos de area rural. Houve diferenga significante
(p=0,03) entre os grupos para frequéncia mais alta de isolamento de E. coli em gatos
de ambiente urbano. Dentre os marcadores de viruléncia de E. coli foram
identificados os genes eae (13%), escN (13%), stx1 (1%), stx2 (0,6%), aatA (0,6%) e
ipaH (0,6%). Foram isoladas 86 (43%) linhagens de C. perfringens A, das quais em
21 (24%) foi detectado o gene cpb,, que codifica a toxina beta 2 e em uma (1%)
linhagem foi identificado o gene cpe, responsavel pela codificagdo da enterotoxina.
Também foram identificados cinco (2%) isolados de C. difficile, dos quais um (20%)
apresentou os genes tcdA e tcdB, codificadores das toxinas A e B, respectivamente.
Foram isoladas ainda sete (4%) linhagens de R. equi, com diferenga significante
(p=0,01) para o isolamento do patdégeno em animais de ambiente rural. Os isolados
de R. equi foram classificados como avirulentos pois ndo foram detectados os genes
vapA, vapB ou vapN, associados a viruléncia. No entanto, dentre a literatura
consultada o presente estudo identificou pela primeira vez R. equi nas fezes de
gatos, cujas linhagens foram submetidas a caracterizagdo do perfil de viruléncia
associado aos plasmidios. As principais coinfec¢gdes nos gatos de ambiente urbano
foram observadas entre E. coli e C. perfringens A (26%), E. coli e C. perfringens A
cpby” (8%) e E. coli eae” lescN™ e C. perfringens A (5%), enquanto nos animais de
ambiente rural foram E. coli e C. perfringens A (21%), E coli e C. perfringens A
cpb,’(8%), E. coli e R. equi (4%) e entre E. coli e C. difficile tcdA’/tcdB/cdtB™ (3%).
No entanto, ndo houve diferenga estatistica (p>0,05) entre a identificagdo de
coinfecgdes e os ambientes amostrados. A presenca de E. coli e Clostridium spp.,
contendo marcadores de viruléncia, e R. equi nas fezes de gatos domeésticos, sem
sinais entéricos, indica o potencial dessa espécie animal como reservatorio de
patogenos de veiculagdo fecal, para humanos, principalmente pelo crescente
estreitamento da relagdo entre humanos e animais de companhia, particularmente
gatos.

Palavras-chave: enteropatdgenos, felinos, viruléncia, E. coli, R. equi, Clostridium
spp.



DE PAULA, C.L. Bacterial pathogens isolated from feces of domestic cats,
without enteric signs, of urban and rural environment. Botucatu, SP, 2016. 71p.
Mestrado — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

Enteric pathogens are a complex group of microorganisms associated to diseases in
animals and humans. Domestic cats may be considered carriers of enteric pathogens
with zoonotic potential, due to habit of self-cleaning, to establish wide territory of life,
by hunting behavior, and subclinical elimination of pathogens through feces. The aim
of present study was investigate the occurrence of Escherichia coli, Salmonella sp.,
Clostridium spp., and Rhodococcus equi in 200 fecal samples of cats without enteric
signs, of which 100 cats belonging to urban area and 100 to farm environment.
Virulence markers from E. coli, Clostridium spp. and R. equi were also tested. Among
200 fecal samples were identified 175 (88%) E. coli strains, from these, 93 (93%)
were from feces of cats breeding in urban areas, whereas 82 (82%) were from
animals from farms. Statistical difference was observed (p=0.03) to higher
identification of E. coli from cats breeding in urban area. Genes eae (13%), escN
(13%), stx1 (1%), stx2 (0,6%), aatA (0,6%) e jpaH (0,6%) were indentified from
virulent markers in E. coli strains. Eighty-six (43%) C. perfringens A were isolated.
From these, cpb, gene (which encodes beta 2 toxin) was detected in 21 (24%)
isolates, and cpe gene (which encodes enterotoxin) was identified in another (1%)
isolate. Five (2%) strains of C. difficile were also identified. From these, only one
(20%) presented tcdA e tcdB genes, which encodes A and B toxins, respectively.
Were isolated also uncommon presence of seven (4%) R. equi strains exclusively
from cats of rural environment (p=0,01). All R. equi were characterized as avirulent,
because none isolate were detected with vapA, vapB, and vapN genes, associated to
virulence. However, to the best of our knowledge, the present study report by first
time isolation of R. equi from feces of cats, where virulence plasmid profile was
assessed. The main co-infection observed between microorganism identified in cats
from urban area were represented by: E. coli and C. perfringens A (26%); E coli and
C. perfringens A cpb2* (8%); E. coli eae” lescN™ and C. perfringens A (5%). Whereas
in animals from farms co-infections were comprised by: E. coli and C. perfringens A
(21%), E coli and C. perfringens A cpb," (8%), E. coli and R. equi (4%), and E. coli
and C. difficile tcdA'/tcdB’/cdtB’. However, no statistical association (p>0.05) was
observed to co-infections and different environments of cats. The identification of E.
coli and Clostridium sp. (containing virulent markers) and R. equi in normal feces of
healthy cats from urban and farm areas, highlight the potential of this domestic
species as reservoir of enteric pathogens to humans, because increase of close
contact of owners and their companion animals, particularly cats.

Key-words: enteropathogens, feline, virulence, E. coli, R. equi, Clostridium spp.



1. INTRODUCAO

Os animais de companhia, especialmente cées e gatos, desempenham
papel importante na sociedade (ROBERTSON et al.,, 2000; WOOD et al.,
2015), pois servem, entres outros, como companheiros de muitas familias,
contribuindo para o desenvolvimento fisico, social e emocional das criangas e
bem-estar de seus proprietarios (DOHOO et al., 1998; ROBERTSON et al.,
2000).

Segundo dados da Abinpet, a populagdo mundial de animais de
estimacdo alcangou 1,5 bilhdo em 2012. O Brasil € o quarto pais no quadro
geral desde 2008, com 106,2 milhdes de animais de estimac&o, superado
somente pelos Estados Unidos (224,3 mi) e Reino Unido (148,3 mi), embora
detenha em numeros absolutos a segunda maior populagdo de cées e gatos
(PET AND FOOD BRASIL, 2015).

Em 2013, a Pesquisa Nacional da Saude realizada pelo IBGE estimou
que 44,3% dos domicilios do pais possuiam pelo menos um cao e 17,7% dos
domicilios possuiam ao menos um gato. A populagdo de cédes e gatos em
domicilios brasileiros foi estimada em 52,2 mi e 22,1 mi, respectivamente. Na
Europa e nos Estados Unidos, os gatos ja superam os cdes como 0s animais
mais populares. No Brasil, também se observa essa tendéncia, visto que a
populacéo felina cresce mais do que a canina (YOKO, 2011).

Diante desse cenario onde é cada vez mais crescente o numero de
animais integrantes de muitas familias, € inevitavel o contato proximo entre
humanos e animais domésticos, ou mesmo com seu ambiente de criagdo ou
habitat, possibilitando condicbes favoraveis para a transmissao de micro-
organismos patogénicos (GEFFRAY, 1998; DAMBORG et al.,, 2015),
constituindo fator de risco para ocorréncia de varias zoonoses (ROBERTSON
et al., 2000).

Os patogenos entéricos exercem, mundialmente, grande impacto em
Saude Publica, especialmente em regides tropicais (KATO e ISHIWA, 2015).
Essa classe complexa de micro-organismos pode ser considerada como uma
das mais patogénicas para humanos e animais (FERNANDES e RIBEIRO,

2010), reunindo agentes de origem bacteriana, viral e parasitaria (KATO e



ISHIWA, 2015). O estabelecimento de infecgdo por esses agentes entéricos
ocorre geralmente pela contaminagdo de alimentos de origem animal, agua,
verduras e frutas (ACHA e SZYFRES, 2003).

Os felinos domésticos representam um grupo de animais preocupante
para os profissionais da saude como carreadores de patdogenos entéricos com
potencial zoondtico (SHAKESPEARE, 2002), uma vez que possuem habitos de
caca, de estabelecer ampla territorialidade, habitos de auto-limpeza e de
proximidade ou mesmo certa promiscuidade na interagdo com os proprietarios.
A transmissdo de enteropatdogenos dessa espécie para humanos ocorre
comumente de maneira indireta, por contaminagdo do ambiente (TUZIO et al.,
2005). O acesso desses animais a locais publicos (parques, pragas),
deficiéncias de higiene pessoal (principalmente criangas) e a falta de
conscientizagdo da populagdo em geral quanto aos riscos representados por
micro-organismos entéricos podem favorecer a veiculagdo desses agentes
para os humanos (FERNANDES e RIBEIRO, 2010).

Os agentes com potencial zoono6tico sdo de especial preocupagao para
criangas, idosos, gestantes ou imunocomprometidos, pois representam grupos
com maior susceptibilidade a infecgdes. As criangcas estdo mais expostas a
agentes provenientes de animais devido as deficiéncias na higiene e maior
contato fisico com esses animais e com o ambiente doméstico (DAMBORG et
al., 2015).

Dentre os patdgenos bacterianos de eliminagc&o fecal com reconhecido
potencial zoondtico, relacionados a graves doengas nos humanos, merecem
destaque: Escherichia coli (E. coli), Salmonella sp., Clostridium spp.,
Campylobacter sp. e Rhodococcus equi (PRESCOTT, 1991; SHAKESPEARE,
2002; ACHA e SZYFRES, 2003; TRABULSI e CAMPOS, 2004,
DONNENBERG, 2010; QUINN et al., 2011).

A microbiota intestinal dos felinos alberga diversos micro-organismos,
que vivem em relagcdo simbidtica com o hospedeiro, conferindo, por vezes,
beneficios ao estimulo do sistema imunoldgico, protegdo contra agentes
patogénicos, absor¢cdo de nutrientes e produgao de vitaminas essenciais. A
dieta tem relacdo direta com a colonizagdo do trato intestinal na espécie.
Animais que consomem carne ou outros alimentos crus estdo mais expostos a

bactérias patogénicas (KERR et al., 2014). A composicdo da microbiota na



espécie felina ainda €& pouco estudada, apesar de tal conhecimento ser
relevante para Medicina Veterinaria e Saude Publica, visto que alguns agentes
de potencial zoondtico podem ser veiculados por esses animais de companhia,
representando riscos aos humanos e outros animais (LEENER et al., 2005;
MOYAERT et al., 2006).

S&0 escassos estudos conduzidos na investigagcdo dos principais
patogenos de veiculagéo fecal com potencial zoonotico em felinos domésticos
Nota-se, também, pouca atencdo na pesquisa dos marcadores de viruléncia
desses micro-organismos, que possam confirmar o real impacto da
patogenicidade dos isolados para animais e humanos. Estudos nesse contexto
s&o fundamentais para identificar a ocorréncia destes patdgenos em animais
higidos, a viruléncia dos agentes e os reflexos dos animais domeésticos como
fontes de infeccédo para os humanos.

Neste cenario, o presente estudo investigou a ocorréncia dos principais
patdogenos de origem bacteriana isolados de fezes de felinos domésticos sem

sinais entéricos de ambiente rural e urbano.

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Escherichia coli

O género Escherichia, pertencente a familia Enterobacteriaceae, é
composto por varias espécies mas somente E. coli € considerada patogénica
para animais e humanos (HIRSH, 2004; TRABULSI e CAMPOS, 2004),
representando, provavelmente, a espécie bacteriana mais conhecida e isolada
de amostras clinicas (RUSSO e JOHNSON, 2003; WINN et al., 2008).

E. coli sao micro-organismos aerdébicos ou anaerobios facultativos,
fermentadores de glicose e outros agucares, que apresentam morfologia de
bacilos ou cocobacilos gram-negativos, ndo esporulados, com até 2 ym de
comprimento (WINN et al., 2008; QUINN et al., 2011). A espécie compreende
grande numero de grupos e tipos soroldgicos. A sorotipagem de E. coli é
baseada na identificacdo de antigenos “O” (somatico), “H” (flagelar), “K”
(capsular) (LIOR, 1994; TRABULSI e CAMPOS, 2004; BUKH et al., 2009). Sao

conhecidos atualmente 174 antigenos “O”, 57 antigenos “H” e 100 antigenos



‘K”, porem nem todas as estirpes de E. coli apresentam os trés tipos de
antigeno simultaneamente (TRABULSI e CAMPOS, 2004).

A colonizagao do trato intestinal dos mamiferos por E. coli ocorre logo
apos o nascimento, a partir de fontes ambientais Estes micro-organismos
persistem como importantes membros da microbiota do intestino durante toda a
vida dos animais e humanos (QUINN et al., 2011). A bactéria possui
versatiidade em aproveitar diferentes fontes de energia, com baixo
requerimento de nutrientes para seu desenvolvimento. Essa caracteristica
favorece sua capacidade de adaptagao, permitindo manutengao na microbiota
e desenvolvimento em variados ambientes. Além disso, essa propriedade
constitui um dos fatores que permitem a contaminagéo de alimentos de origem
animal, agua, frutas e verduras (ISHIl e SADOWSKY, 2008; GUILLEN et al.,
2014).

Nos animais, as infecgdes clinicas por linhagens patogénicas de E. coli
podem estar limitadas aos intestinos (com o desenvolvimento de enfermidades
como a colibacilose e a diarreia neonatal) ou infecgbes extraentéricas. A
septicemia e a toxemia sdo manifestacdes clinicas de infecgdes sistémicas. A
bactéria pode desenvolver infeccbes nao entéricas, principalmente no trato
urinario, glandulas mamarias e utero. Estirpes que causam enterocolite
geralmente ndo pertencem a microbiota de animais saudaveis, pois resultam
da infeccdo por contato direto com animais clinicamente ou subclinicalmente
infectados, ou pela ingestao de alimentos ou agua contaminados (QUINN et al.,
2011).

Em humanos, a bactéria pode gerar graves disturbios gastrintestinais,
quadros de septicemia, infecgbes urinarias e meningite do recém-nascido
(NATARO e LEVINE, 1994)

A habilidade de E. coli de causar doenga em humanos e animais esta
diretamente relacionada a varios fatores de viruléncia localizados em genes
plasmidiais e/ou cromossomais (DONNERBERG e WHITTAM, 2001). Os
fatores de viruléncia presentes em estirpes patogénicas de E. coli incluem,
principalmente, capsula, fatores de adesdo, toxinas, lipopolisacarideos,
sistemas de aquisicdo de ferro, mecanismos de resisténcia e invasinas
(BOWER et al., 2005; QUINN et al., 2011).



A aderéncia de E. coli ¢ mediada por estruturas proteicas localizadas na
superficie bacteriana, denominadas adesinas, divididas em fimbriais e nao
fimbriais. As adesinas fimbriais sdo codificadas pelos genes fim (fimbria tipo 1),
pap (fimbria P) e sfa (fimbria S). As adesinas nao fimbriais (codificadas por afa)
sdo proteinas de membrana constituintes da capsula. Ambos tipos de adesina
agregam patogenicidade ao micro-organismo, especialmente as cepas
enterotoxigénicas e uropatogénicas (BOWER et al., 2005; LUTHJE e
BRAUNER, 2014). Algumas linhagens de E. coli sdo produtoras de exotoxinas,
com destaque para hemolisinas (codificadas pelo gene hly), enterotoxina
termolabil (LT), enterotoxina termoestavel (ST), verotoxina ou toxina de Shiga
(VT/ Stx) e fator necrosante citotéxico (codificado pelo gene cnf)
[DONNENBERG e WHITTAM, 2001; QUINN et al., 2011]. E coli apresenta
também endotoxinas ou LPS (lipopolissacarideos) que sao estruturas
intrinsecas de bactérias gram-negativas, ancoradas na parede celular,
associadas com choque endotéxico (TRABULSI e CAMPQOS, 2004).

No Japao, Yuri et al. (1998) verificaram a presenca de fatores de
viruléncia em linhagens de E. coli isoladas de urina de caes e gatos com ITU e
fezes de animais higidos. Foram identificados os genes pil, pap, sfa, hly e cnf1,
que sao fatores de viruléncia também identificados em humanos, denotando
riscos em Saude Publica. Fernandes et al. (2013) pesquisaram no Brasil
fatores de viruléncia em cepas de E.coli isoladas de areia de parques e pracas
identificando os genes eae, bfp, saa, iucD, papG, sfa e hly. Os autores
sugeriram que o livre acesso de aves a esses locais favorece a contaminagéo
do solo, caes e gatos por patdogenos de eliminagao fecal.

A analise filogenética de E. coli classifica o patogeno em quatro grupos
maiores (A, B1, B2 e D). O grupo D agrega a maior parte das estirpes
enteropatogénicas e que causam infecgbes extraintestinais. A maioria das
estirpes do grupo B2 é patogénica, principalmente em infecgdes
extraintestinais. Os grupos A e B1 englobam linhagens comensais da bactéria
(HERZER et al., 1990; JOHNSON et al., 2001; CHAKRABORTY et al., 2015).

As linhagens patogénicas de E. coli causadoras de diarreia ou outros
disturbios entéricos em humanos e animais foram organizadas em seis classes:
enteropatogénicas (EPEC), enterotoxigénicas (ETEC), enterohemorragicas
(EHEC), enteroinvasoras (EIEC), enteroagregativas (EAggEC) e de aderéncia



difusa (DAEC). As linhagem patogénicas extra-entéricas (ExPEC) incluem as
uropatogénicas (UPEC) e as que causam meningite neonatal (NMEC).
[KOENIG, 2012]. Estas classes diferem em sua patogenia, bem como em
fatores de viruléncia, pertencendo a grupos distintos de sorotipos. No contexto
das zoonoses, a categoria que recebe maior preocupagdo sao as
enterohemorragicas, por causar severas manifestacdes clinicas em humanos
(ACHA e SZYFRES, 2003).

As EHEC produzem duas principais formas antigénicas de toxina de
Shiga, Stx1 e Stx2, também conhecidas como verocitotoxinas (VT1 e VT2)
(WINN et al.,, 2008; KOENIG, 2012). Essas toxinas se ligam nas células
endoteliais vasculares e induzem necrose, microtrombose e trombocitopenia
(KOENIG, 2012). Em humanos, as EHEC tém sido associadas com quadros de
diarreia, colite hemorragica (HC) e sindrome urémica hemorragica (HUS). A
HUS €& a principal complicacdo das infecgcbes causadas por EHEC,
caracterizada por anemia hemolitica, trombocitopenia e falha renal aguda
(TRABULSI e CAMPOQOS, 2004).

E. coli O157:H7 foi o primeiro de varios sorotipos produtores de toxina
Shiga que causam reconhecidamente a doenga em humanos, comumente
adquirido por ingestdo de carne ou agua contaminados, com casos
documentados principalmente nos Estados Unidos, Europa e Jap&do (KOENIG,
2012). Os hamburgueres tem sido a causa de multiplos surtos da doencga, fato
que se deve a presenga desse sorotipo nas fezes de bovinos (WINN et al,,
2008). Embora O157: H7 seja o sorotipo protétipo de EHEC patogénica, varios
outros sorotipos produtores de Shiga toxina foram reconhecidos em outros
paises como 026:H11, 048:H21, O103:H2, O111:NM e O145:NM (WINN et al,,
2008).

Cerca de 1% dos bovinos eliminam o sorotipo 0157:H7 pelas fezes. No
entanto, ao contrario dos humanos, os bovinos apresentam resisténcia ao
sorotipo e ndo desenvolvem manifestagdes clinicas (RADOSTITIS et al., 2007).

Outras espécies animais, como os felinos domésticos, podem servir
como reservatorios de E coli patogénicas. Busch et al. (2007) relataram, na
Alemanha, o primeiro caso de isolamento concomitante de E. coli
enterohemorragica das fezes de uma crianga com sinais entéricos e de seu

felino domeéstico assintomatico. Em cultivos repetidos das fezes do gato foi



identificada E. coli EHEC 0145:H com a mesma patogenicidade e padréo
genético da linhagem isolada da crianga, reforcando o risco de transmisséo de
E. coli patogénicas dos animais para humanos.

Em estudo recente realizado na Argentina, foram isoladas das fezes de
dois animais de companhia assintomaticos (1 cao e 1 gato) linhagens de E. coli
que carreavam genes responsaveis pelo producao de toxina de Shiga (stx2).
Ambos animais eram de um garoto de 11 anos, internado com HUS. O sorotipo
isolado da crianga foi o0 O157:H7 com fatores de viruléncia stx2, eae e ehxA.
No gato foi identificada E. coli O145:HNM, considerado o sorotipo mais comum
de HUS no pais. Embora ndo se possa determinar a fonte direta de infecgao,
esse relato reafirma que estirpes virulentas de E coli produtora de toxina de
Shiga (EHEC) podem ser carreadas por gatos ou caes assintomaticos (RUMI et
al., 2012).

O risco potencial de animais de companhia, particularmente de felinos,
no ciclo epidemiolégico da infecgdo humana por linhagens patogénicas de E.
coli ainda n&o é totalmente esclarecido. No Brasil, sdo escassos os estudos
que avaliem a ocorréncia dos principais fatores de viruléncia de E. coli isolados
de fezes de gatos sem sinais entéricos, particularmente de genes relacionados
a estirpes de potencial zoondtico.

2.2. Salmonella spp.

O género Salmonella é pertencente a familia Enterobacteriaceae e
relacionado a doencgas entéricas e extra-entéricas em animais e humanos. A
salmonelose figura como uma das principais zoonoses em todo o mundo
(DONNENBERG, 2010). Nos ultimos anos, a classificacdo e nomenclatura de
Salmonella spp. sofreram diversas modificacbes (TRABULSI et al., 2004).
Atualmente, o género é dividido em duas espécies: Salmonella enterica (que
compreende a maioria dos sorotipos patogénicos), subdividida em seis
subspécies (enterica, salamae, arizonae, diarizonae, houtenae e indica) e
Salmonella bongori, comumente ndo patogénica (TRABULSI et al., 2004; WINN
et al., 2008; DONNENBERG, 2010).

O género contém mais de 2500 sorotipos identificados com base em
antigenos somaticos (O) e flagelares (H) e, por vezes, antigenos capsulares (K)



(QUINN et al.,, 2011). A maioria desses sorotipos pertence a S. enterica
subespécie enterica (WINN et al, 2008; WEESE, 2011).

S. enterica € a espécie mais patogénica e tém sido relacionada a
quadros de gastroenterite, pneumonia, septicemia e, eventualmente,
abortamentos nos animais e humanos (ACHA e SZYFRES, 2003). Os sorotipos
frequentemente envolvidos em casos e surtos de salmonelose em humanos
s&o S. Enteritidis e S. Typhimurium (WHO, 2013).

Salmonella spp. sdo bacilos gram-negativos, ndo formadores de
esporos, anaerobicos facultativos. A maioria das espécies apresenta motilidade
e ndo fermenta a lactose (DONNENBERG, 2010). Os micro-organismos s&o
ubiquos e possuem alta resisténcia ambiental, podendo colonizar grande
variedade de mamiferos, aves, répteis e insetos (MURRAY et al.,, 2010;
MARKS et al., 2011).

A patogénese da infeccdo por Salmonella ainda ndo é totalmente
esclarecida em certos aspectos, particularmente com relagdo a producido de
toxinas e lesdes celulares. Parte da viruléncia da bactéria esta intimamente
ligada a capacidade de invasdao e multiplicagao intracelular (QUINN et al.,
2011). A acéo invasora das salmonelas é um processo complexo, que envolve
genes cromossémicos e plasmidiais (TRABULSI et al., 2004). Apds ingestao e
passagem pelo estdbmago, a bactéria se adere a mucosa intestinal, é
internalizada em um vacuolo, se multiplica e pode ser liberada na corrente
sanguinea ou linfatica. Esses processos séo regulados basicamente por dois
grupos de genes, as ilhas de patogenicidade (PAI). PAI | codifica as proteinas
de invasao (Ssps), enquanto a PAI Il contém genes que permitem evaséo da
bactéria dos mecanismos de defesa imune do hospedeiro (MURRAY et al.,
2010).

A resisténcia a digestao por fagocitos facilita a disseminagdo do micro-
organismo no hospedeiro. O processo é parcialmente dependente do
comprimento das cadeias do antigeno O do lipopolissacarideo (LPS) da parede
celular. Quanto mais longas as cadeias menor é a interagdo dos componentes
do sistema complemento com a membrana bacteriana. O LPS também é
responsavel pelos efeitos endotdoxicos da infecgdo, contribuindo para a
resposta inflamatéria que lesa as células intestinais, servindo como mediador

em quadros de choque endotoxico e septicemia (QUINN et al., 2011).



A salmonelose humana € uma enfermidade de distribuicdo mundial, com
ocorréncia de milhdes de casos por ano em todo o mundo, resultando em mais
de cem mil ébitos (WHO, 2013). Surtos da doenga sdo bem documentados em
diferentes paises da Europa (BYRNE et al.,, 2015), EUA (NGUYEN, 2015),
China (LIU et al., 2015), Polénia (OSTREK et al., 2013) e Brasil (MARCHI et al.
2011). A transmissdo do patégeno para humanos é geralmente por via oral-
fecal ou relacionada a toxinfegdes por consumo de alimentos de origem animal
(ovos, carnes, aves e leite), agua e fomites contaminados. Alimentos de origem
vegetal também tém sido implicados na transmissdo do patégeno (ACHA e
SZYFRES, 2003). Outra via que deve ser considerada na transmissdo é
representada pelo contato direto de animais portadores, geralmente
assintomaticos, com humanos (WHO, 2013).

Nadvorny et at. (2004) investigaram, no Brasil, as causas de 99 surtos
de DTA (doencgas transmitidas por alimentos) ocorridos no ano de 2000, no
estado do Rio Grande do Sul. Destes, 74 casos foram causados por
Salmonella. A maior parte dos alimentos envolvidos nos surtos era proveniente
de ovos ou aves.

Os grupos de maior vulnerabilidade (risco) para a doenga s&o criangas,
idosos, e individuos imunossuprimidos ou hospitalizados (ACHA e SZYFRES,
2003). No Brasil, Matsuoka et al. (2004) relataram oito casos de infecgéo por S.
Enteritidis relacionados a nutricdo enteral em pacientes internados no Hospital
das Clinicas de S&o Paulo. Os autores sugeriram a albumina (proteina
derivada de ovos) presente na dieta como causa da contaminagéo.

A gastroenterite aguda é a manifestagio comum da doenca em
humanos, determinando sinais de vémito, diarreia, febre, colicas abdominais,
mialgia e cefaléia (MURRAY et al.,, 2010). Outras apresentagbes clinicas
incluem septicemia, infeccdo do trato urinario, osteomielites, pneumonia e
meningite (TRABULSI et al., 2004; NATARO et al., 2007). Ainda, qualquer
sorotipo de salmonela pode propiciar manifestacdo de febre entérica,
habitualmente com febre baixa e diarreia, exceto nos casos de febre tiféide (S.
Typhi) em que a clinica € mais grave (WINN et al., 2008). Assim como ocorre
em animais, humanos contaminados podem adquirir estado de portadores
assintdmaticos, excretando o micro-organismo nas fezes por até um ano apos

a remiss&o dos sinais clinicos (WINN et al., 2008). Neste contexto, merecem
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preocupagao os animais de companhia como portadores sdos, em virtude da
proximidade de gatos e caes dos proprietarios, particularmente para grupos de
maior vulnerabilidade, como criangas e idosos (ACHA e SZYFRES, 2003).

Salmonella spp. pode ser identificada na microbiota fecal de animais
domeésticos, com e sem sinais entéricos. Os animais eliminam o micro-
organismo de maneira intermitente pelas fezes. A infecgdo dos animais ocorre
predominantemente pelo consumo de alimentos e agua contaminados por
fezes ou pelo habito da coprofagia, comum nos animais jovens. No entanto,
outras vias como a umbilical, geniturinaria e transplacentaria também sao
observadas nas infecgbes em animais domésticos (RADOSTITIS et al., 2007;
GREENE, 2012).

Os sinais clinicos de salmonelose em animais sdo entéricos e
ocasionalmente extra-entéricos. A maioria dos quadros entéricos s&o agudos e
se iniciam entre 3 a 5 dias apds exposicdo ao micro-organismo, ou Sao
secundarios a situacdes de estresse em animais portadores. Nos animais muito
jovens ou velhos predominam sinais clinicos graves. O quadro inicial se
caracteriza por febre alta, prostracdo e anorexia, seguidos de émese, dor
abdominal e diarreia mucoide. Animais gravemente afetados apresentam
membranas mucosas palidas, fraqueza, sinais de desidratacdo acentuada,
colapso cardiovascular e choque (GREENE, 2012).

Os gatos aparentam certa resisténcia imune contra o desenvolvimento
da salmonelose clinica (DOW et al., 1989), ficando a doencga restrita a casos
esporadicos (DOW et al.,, 1989; HOHENHAUS et al., 1990). Infecc¢des
extraintestinais por salmonelas em gatos tém sido descritas como pneumonia,
nefrite e cistite (GREENE, 2012).

A incidéncia de salmonela em animais de companhia € variavel entre os
autores e o0 risco que esses animais representam para a transmissdo do
patdogeno para os humanos depende das condigdes de criagdo desses animais
e o nivel de contato com os proprietarios. Felinos domésticos sdo potenciais
carreadores de Salmonella spp., particularmente os animais errantes ou com
acesso livre a rua, onde o contato com materiais contaminados € mais
frequente. O comportamento de caca observado na espécie também predispde
a colonizagao pela bactéria, principalmente pelo habito de captura de passaros,
ratos e alguns insetos (SHIMI e BARIN, 1977; WEESE, 2011). Taylor e Philbey
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(2013) relataram isolamento de S. Typhimurium em dois felinos com habito de
captura de passaros, concluindo potencial risco de carreamento e transmissao
da bactéria.

A eliminacao de Salmonella spp. em gatos higidos foi relatada em outros
paises, com incidéncia entre 0,36% (VAN IMMERSELL et al., 2004) e 1%
(HILL et al., 2004). No Brasil, Giorgi (1972), em S&o Paulo, visando a
identificacdo de portadores de salmonelas examinou 3.020 amostras de fezes
de nove espécies de animais domésticos, entre 1966 a 1971. De 170 felinos
assintomaticos, trés animais (1,7%) apresentaram a bactéria nas fezes. O
autor, concluiu que a espécie felina, ainda que em frequéncia mais baixa em
relacao as outras espécies, pode ser portadora assintomatica de salmonelas.

No Brasil, Ribeiro et al. (2003) descreveram caso de gastroenterite,
septicemia e falha renal em cdo domiciliado por S. enterica sorotipo Enteritidis,
e ressaltaram os riscos de convivio estreito dos humanos e animais de
companhia. No entanto, ndo foram encontrados no pais estudos conduzidos na
investigacdo do patdégeno em felinos, sem sinais entéricos, comparando

animais de ambiente rural e urbano.

2.3. Clostridium spp.

O género Clostridium pertencente & familia Clostridiaceae. E composto
por mais de 200 espécies (ONDERDONK e GARRETT, 2010). Os micro-
organismos se apresentam morfologicamente como bacilos gram-positivos,
anaerdbicos e formadores de endodsporos. Sdo ubiquos, encontrado no solo,
agua e esgotos, e como parte da microbiota entérica de humanos e animais
(MURRAY et al., 2010; QUINN et al., 2011). A maioria das espécies € saprofita
e nao patogénica, mas algumas s&o causa de graves enfermidades como
tétano (C. tetani), botulismo (C. botulinum, C. baratii, C. butyricum), mionecrose
ou gangrena gasosa (C. perfringens, C. novyi, C. septicum, C. chauvoei, C.
histolyticum) e diarreia e colite (C. perfringens, C. difficile) [MURRAY et al.,
2010].

C. perfringens €& importante espécie causadora de enterite e
enterotoxemia, tanto em humanos quanto animais (LI et al., 2013). Em meios

de cultivo, como o agar sangue, o isolamento do micro-organismo ocorre entre
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2 a 5 dias, com colénias que apresentam duplo halo de hemdlise (MURRAY et
al., 2010).

A viruléncia de C. perfringens € atribuida a capacidade de produzir
toxinas e enzimas extracelulares (LI et al., 2013). O micro-organismo € dividido
em cinco tipos (A-E), com base na produgdo de uma ou mais toxinas (alfa,
beta, épsilon e iota) [MURRAY et al., 2010]. Adicionalmente, algumas
linhagens produzem enterotoxina, toxina beta 2 e toxina de enterite necrotica
(NetB), diretamente relacionadas a patogénese de algumas clostridioses (LI et
al., 2013; SILVA e LOBATO, 2015).

C. perfringens ¢é responsavel por diversas infecgdes humanas,
geralmente como agente primario de intoxicagdes alimentares (MURRAY et al.,
2010). A toxinfecgéo alimentar causada por C. perfringens foi classificada nos
Estados Unidos como a terceira mais incidente, com 250 mil casos por ano
(MEAD et al., 1999). No Brasil, C. perfringens é relatado como o quarto agente
mais frequente das doengas transmitidas por alimentos (BRASIL, 2010). A
doenca é causada pela ingestao de alimentos (especialmente carne vermelha e
aves) contaminados com os esporos de C. perfringens tipo A. Os esporos séo
ativados com o calor da cocgcdo do alimento, permitindo a germinagcéo das
formas vegetativas, que se multiplicam rapidamente. Apds ingestao, as formas
vegetativas sofrem processo de esporulagdo no intestino, liberando a
enterotoxina. Ocorre entdo ligacdo da enterotoxina as microvilosidades
intestinais, causando alteracdo na permeabilidade e perda de fluidos (ACHA e
SZYFRES, 2003; MURRAY et al., 2010).

Os individuos acometidos apresentam clinica de inicio subito, com
diarreia e cdlica abdominal. O curso da doenga é curto, com resolucao em
poucos dias, muitas vezes sem necessidade de tratamento médico. Apesar de
raramente causar morte, a doengca pode ocorrer em surtos de proporgédo
variavel no caso de fontes de alimento comum, além de ser potencialmente
fatal em pessoas debilitadas, idosos e criangas (ACHA e SZYFRES, 2003).

Nos animais, o micro-organismo é agente causal de enterocolite
necrosante de suinos lactentes e desmamados, enterite necrética de frangos
de corte e enterite de equinos (QUINN et al., 2011), além de enterotoxemia em
bovinos e pequenos ruminantes (MEGID, 2016a). O envolvimento de C.
perfringens tipo A como enteropatdégeno de cades e gatos ainda nédo é
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totalmente compreendido. A bactéria pode ser agente primario de quadros
leves a graves de diarreia. Alguns autores sugerem o agente como oportunista
nessas espécies (SILVA e LOBATO, 2015).

Os humanos e os animais s&o considerados reservatorios de C.
perfringens, eliminando a bactéria pelas fezes. Cées e gatos saudaveis podem
colaborar para contaminagdo ambiental e de alguns fémites, constituindo fonte
de infeccdo para humanos (ACHA e SZYFRES, 2003). Sabshin et al. (2012),
investigaram na Flérida a eliminagéo fecal de alguns enteropatégenos em 100
gatos com e sem diarreia. A prevaléncia de isolamento de C. perfringens tipo A
nos animais sem sinais entéricos foi de 50%, semelhante a dos gatos
diarreicos (42%). Os autores alertam para o isolamento de enteropatogenos
reconhecidamente zoonaoticos nas fezes de felinos domésticos higidos.

C. difficile € outra espécie do género Clostridium de relevancia como
enteropatogeno. O agente € ubiquo da natureza, isolado de solo, agua e
microbiota intestinal de humanos e animais. Assim como outras espécies do
género tem caracteristica morfologica de bastonete gram-positivo, de dificil
isolamento por sua condigdo de anaerobiose estrita. Diferentemente de C.
perfringens, as colénias ndo sdo hemoliticas (WINN et al., 2008).

A infecgéo por C. difficile é a causa mais comum de diarreia associada
ao uso de antimicrobianos em humanos hospitalizados (CLOOTEN et al., 2008;
COLLINS et al., 2015; RUPNIK et al., 2009), respondendo por 15 a 25% dos
casos (PEREIRA, 2014). Medicamentos imunossupressores, principalmente os
quimioterapicos, também parecem favorecer o desenvolvimento da doenca. A
diarreia varia de autolimitante e relativamente benigna, até colite
pseudomembranosa, quadro grave e potencialmente fatal (MURRAY et al.,
2010; NISHIMURA et al., 2014). A infecgdo nosocomial por C. difficile tem sido
verificada em paises como Espanha (SANTIAGO et al., 2015), China (LIHUA et
al., 2015) e Brasil (MARCON et al., 2006). Em estudo retrospectivo recente no
Brasil, Balassiano et al. (2010) relataram 218 casos de diarreia nosocomial em
uma UTI de hospital do Rio de Janeiro, no periodo de 2006 a 2009. Destes, 43
(19,7%) foram confirmados como infeccdo por C. difficille. A maioria dos
individuos era composta por idosos acima de 65 anos (80%), com algum grau

de imunocomprometimento e em tratamento com antimicrobianos.
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Recentemente, porém, alguns eventos nos EUA, Canada e Europa
indicam mudangas na epidemiologia das infecgbes causadas por C. difficile,
com desenvolvimento da doencga clinica em individuos saudaveis e sem prévia
exposi¢cao a ambiente hospitalar (SAMIE et al., 2008).

As fontes de infeccdo de C. difficile sdo representadas por individuos
doentes e portadores assintomaticos que eliminam esporos do bacilo com as
fezes. A transmissao ocorre principalmente de pessoa a pessoa, via fecal-oral
ou por contato indireto com objetos e utensilios contaminados pelos esporos
(PEREIRA, 2014).

A infec¢ao por C. difficile inicia-se com a ingestdo do micro-organismo
na forma vegetativa ou por esporos, reconhecida como forma de extrema
resisténcia ambiental. Os esporos sobrevivem a acidez gastrica e germinam no
célon na forma vegetativa. O uso de antimicrobianos pode propiciar a
colonizacéo de C. difficile devido alteracdo da microbiota intestinal, diminuindo
a competicdo entre os micro-organismos e facilitando a transformacg&o dos
esporos da bactéria em células vegetativas (PEREIRA, 2014).

As estirpes toxigénicas produzem duas toxinas, uma enterotoxina (toxina
A-TcdA) e uma citotoxina (toxina B-TcdB) [RUPNIK et al., 2009; MURRAY et
al, 2010]. A lesao intestinal parece ser iniciada pela enterotoxina, que possui
receptores na lamina basal das células epiteliais, sendo quimiotatica para
neutréfilos e estimulando a infiltragdo de células polimorfonucleares no ileo,
com liberagdo de citocinas. A TcdA também produz um efeito citopatico,
resultando no rompimento da jungao célula-célula, permitindo a agao da toxina
B, amplificando a lesdo e aumentando a permeabilidade da parede intestinal
com consequente diarreia. A TcdB leva a destruicdo do citoesqueleto celular
(MURRAY et al., 2010; MEGID, 2016b).

Além disso, as toxinas A e B atuam diretamente nas células epiteliais da
mucosa intestinal, ativando a cascata inflamatoria e resultando em aumento de
lesdo tecidual, extravasamento de fluido e morte celular (MEGID, 2016b). As
proteinas de superficie (SLPs) também sdo importantes na patogenia da
infec¢ao, permitindo a adesao de C. difficile ao epitélio intestinal, com producao
local de toxinas e dano tecidual (MURRAY et al., 2010).

Algumas cepas de C. difficile produzem um terceiro tipo de toxina, a
toxina binaria (CDT) [RUPNIK et al., 2009; MURRAY et al., 2010]. A
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importancia clinica dessa toxina € motivo de discussao e sua real importancia
como fator de viruléncia ainda é desconhecida. Acredita-se, porém, que a
toxina binaria possa agir em sinergismo com as toxinas A e B, aumentando a
lesdo do citoesqueleto, com agravamento do quadro clinico (GONCALVES et
al., 2004; RUPNIK et al., 2005).

Em animais, C. difficile € causa de diarreia e colite em potros de 2
semanas de idade e leitdes neonatos. Em equinos adultos também ha
associagdao da infeccdo com uso de antimicrobianos (RADOSTITIS et al.,
2007). Sao raros os relatos de manifestagdo da doenga em céaes (SILVA e
LOBATO, 2015) e gatos (CLOOTEN et al., 2008).

A transmissédo de C. difficile de animais de companhia para humanos
ainda nao foi documentada (MARKS et al., 2011). Borriello et al. (1983)
levantaram a hipétese de animais domeésticos como reservatorios e
transmissores de C. difficile aos humanos, a partir do isolamento da bactéria
nas fezes de caes e gatos. A prevaléncia de eliminagéo fecal de C. difficile em
gatos saudaveis é variavel. Weber et al. (1989), na Alemanha, reportaram taxa
de 9%. Em estudo similar, Schneeberg et al. (2012) também na Alemanha
investigaram a ocorréncia de C. difficle em fezes de cdes e gatos
assintomaticos, obtendo prevaléncia de 5,5% e 3,7% nas espécies,
respectivamente. Em ambos os estudos, os autores sugerem a participagao
dos animais de companhia como carreadores e fontes de infecgcdo de C.
difficile aos humanos.

O real impacto dos animais domeésticos, em especial felinos, na
epidemiologia das doengas causadas por C. perfringens e C. difficile ndo é
totalmente esclarecido. S&o necessarios estudos que investiguem a eliminagao
desses agentes pelos animais, a fim de estabelecer os riscos de transmissao

para humanos.

2.4. Rhodococcus equi

As bactérias do género Rhodococcus pertencem a ordem
Actinomycetales, que incluem outros géneros importantes como

Corynebacterium, Mycobacterium, Trueperella e Nocardia. Rhodococcus equi
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(R. equi) é a espécie mais importante do género, causadora de infecgbes em
humanos e animais (MEYER e REBOLI, 2010). Morfologicamente se
apresentam como cocos ou cocobacilos gram-positivos, fracamente alcool-
acido resistentes, aerdbicos, ndo formadores de esporos, encapsulados,
intracelulares facultativos e imoéveis (ACHA e SZYFRES, 2003; MEYER e
REBOLI, 2010; MURRAY et al., 2010). As colénias em meio solido s&o lisas
com bordas irregulares, mucoéides, com coloragédo que varia do branco ao rosa-
salmado, dependendo do tempo de incubagdo (MEYER e REBOLI, 2010;
MURRAY et al., 2010).

R. equi € amplamente distribuido no solo e habitante transitério do trato
intestinal de animais (QUINN et al., 2011). Esta presente nas fezes de
ruminantes, suinos e, principalmente, equinos, que servem como carreadores
da bactéria, auxiliando em sua manutengdo ambiental (RADOSTITIS et al.,
2007; HINES, 2014).

A rodococose causa grande impacto econdmico na industria de criagéo
de equinos (VAZQUEZ-BOLAND et al., 2013) pois é causa comum de doenca
em potros entre 1 e 6 meses de idade, caracterizada por broncopneumonia
cronica supurativa e abscessos pulmonares (PRESCOTT, 1991; HONDALUS,
1997; QUINN et al., 2011; VAZQUEZ-BOLAND et al., 2013). A difusdo lenta da
infecgdo, juntamente com a alta capacidade compensatoéria dos potros frente a
perda pulmonar progressiva, dificulta o diagnéstico precoce (GIGUERE e
PRESCOTT, 1997), favorecendo a cronificagdo da doenga. As primeiras
manifestagdes clinicas podem incluir ligeiro aumento da frequéncia respiratéria
e febre baixa. Posteriormente, ha districdo respiratéria intensa, letargia e febre
alta. Animais severamente comprometidos morrem em poucos dias, mesmo
apos instituicdo do tratamento recomendado (HONDALUS, 1997). Nas
infecgdes por R. equi em potros podem ser observadas também inumeras
manifestagbes extrapulmonares como diarreia, polisinovite imunomediada,
enterocolite ulcerativa, abscessos intra-abdominais e linfadenite abdominal
(REUSS et al., 2009).

Assim como em equinos adultos, a doenga em outras espécies € rara,
geralmente associada a quadros de imunossupresséo, ocorrendo sob forma de
enterite, linfadenite, abortamento, mastite, dermatite, piometra e abscessos
cutdneos (PRESCOTT, 1991; HINES, 2014). Em suinos, é comum o
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isolamento da bactéria de linfonodos submandibulares e mesentéricos
(PRESCOTT, 1991).

A patogenicidade e viruléncia de R. equi esta intimamente ligada a
capacidade de sobrevivéncia e replicacdo da bactéria no interior de
macrofagos, que resulta na destruigdo das células (HINES, 2014). Nas ultimas
décadas foram reconhecidas proteinas associadas a viruléncia (Vap), utilizadas
como marcadores de patogenicidade, principalmente em estudos
epidemiologicos (RIBEIRO et al., 2007).

As linhagens altamente virulentas contém um grande plasmideo de 85 a
90kb, com genes responsaveis pela expressao de proteinas VapA de 15 a
17kDa (genes vapA,-C,-D,-E,-G e pseudogenes vap F,-l e —X) isoladas
predominantemente em potros com clinica pulmonar e menos frequentemente
em humanos. As linhagens de viruléncia intermediaria apresentam plasmidios
de 79 a 100kb, com expressao de proteinas VapB de 20kDa (genes vapB,-J, -
K1,-K2,-L e M), identificadas na linfadenite em suinos e em humanos com Aids
(HINES et al., 1997; TAKAI, 1997; LETEK et al., 2008; RIBEIRO e VARGAS,
2016). As linhagens que ndo se enquadravam no perfil de viruléncia
supracitado foram denominadas avirulentas, encontradas no solo, fezes de
animais domésticos e criatérios de equinos (HINES et al., 1997; TAKAI, 1997) e
por vezes, isoladas de humanos (LINDER, 1997). Porém, estudo recente de
epidemiologia molecular demonstrou que muitos isolados considerados sem
plasmidios Vap A ou Vap B possuiam um terceiro tipo de viruléncia, o VapN,
de 120 kb (OCAMPO-SOSA et al., 2007) identificado em bovinos e humanos
com e sem Aids (OCAMPO-SOSA et al., 2007; VALERO-RELLO et al., 2015,
RIBEIRO e VARGAS, 2016). Evidéncias suportam que as linhagens Vap N
podem ser transmitidas para os humanos pelo consumo de carne, assumindo
um potencial zoonético (OCAMPO-SOSA et al., 2007).

Outros fatores de viruléncia do agente que permitem a evasdo do
sistema imune incluem polissacarideos capsulares e acidos micolicos na
parede celular, além de varias exoenzimas (HONDALUS, 1997; QUINN et al.,
2011).

R. equi é considerado em muitos paises patdogeno emergente em
humanos, causando infec¢do oportunista em pacientes imunocomprometidos.

Os maiores grupos de risco para a rodococose sao os individuos HIV positivos,
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0s pacientes que receberam transplantes de érgdos e aqueles em tratamento
com quimioterapicos ou corticosteroides (HINES, 2014).

Hayes Jr. et al. (2011) relataram nos EUA um caso de rodococose
pulmonar em idoso que havia recebido transplante de pulmdo ha 3 anos. O
paciente tomava altas doses de medicamentos imunossupressores e, um més
apo6s participar de um evento de corrida de cavalos, manifestou sinais de
anorexia e perda brusca de peso. O individuo foi hospitalizado com alteracao
do estado mental, tosse, febre, districdo respiratéria e efusdo pleural. O
diagnodstico da infecgdo foi confirmado por bidpsia de um nédulo pulmonar. Os
autores sugerem o contato com equinos e o quadro de imunossupressao como
predisponentes para a infec¢ao por R. equi.

Os relatos de casos de infecgado por R. equi em humanos acometidos
pelo virus HIV ja foram documentados em diferentes paises como Italia
(FERRETTI et al., 2011), Argentina (CORTI et al., 2014), Singapura (KWA et
al., 2001) e Portugal (MESSIAS et al., 2000). No Brasil, Ribeiro et al. (2011)
investigaram a viruléncia de estirpes de R. equi isoladas de 20 humanos, dos
quais nove eram HIV-positivos, seis eram HIV-negativos e cinco tinham
historico desconhecido. Foram detectadas cinco linhagens VapB (provenientes
de individuos com Aids), quatro VapA e onze avirulentas. Onze individuos
tiveram contato com animais de produgdo (equinos e bovinos) e/ou ambiente
rural. Em suas conclusbes, os autores salientaram a necessidade de estudos
epidemiologicos do perfil de viruléncia nas estirpes de R. equi isoladas de
humanos e animais, a fim de esclarecer o real papel dos animais na
transmissao do agente.

A rodococose em humanos se caracteriza por pneumonia
granulomatosa com lesdes que podem mimetizar a tuberculose, tornando-se
lentamente progressiva e com desenvolvimento de cavitagbes. Outras
manifestagbes incluem endolftalmite, osteomielite, pleurisia com efusao,
abscessos cutdneos e no sistema nervoso central (DOIG et al., 1991; SCOTT
et al., 1995; WINN et al., 2008).

A inalagdo do micro-organismo €, provavelmente, a via mais comum de
transmissdo da doenga pulmonar em animais € humanos. Nos casos de

rodococose intestinal a transmiss&o ocorre aparentemente pela ingestao de
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alimentos e agua contaminados ou mesmo por degluticdo de secregdes
pulmonares (RADOSTITIS et al., 2007; HINES, 2014).

Em animais de companhia a rodococose clinica é rara. As principais
afeccbes envolvidas com a infecgdo por R. equi em cées e gatos s&o
representadas por linfadenite, abscessos cutaneos, piotérax, pneumonia e
lesbes abscedantes em diversos 6rgéos, sendo a via transcutanea a principal
porta de entrada para o agente (GREENE e PRESCOTT, 2012). Tais infecgdes
sdo mais comumente observadas em felinos, cujo comportamento agressivo
em disputas territoriais e/ou por fémeas favorece a veiculagao da bactéria por
arranhaduras ou lesbées perfurocortantes (FARIAS et al., 2007; GREENE e
PRESCOTT, 2012). Em gatos, a rodococose esta associada a coinfecgdo com
doencas de base imunossupressivas, com destaque para o virus da
imunossupresséo e da leucemia felina (GREENE e PRESCOTT, 2012).

Na Italia, Passamonti et al. (2011) relataram caso de rodococose
pulmonar em um felino de 6 anos, contactante de equinos. O animal
apresentava concomitantemente linfoma intestinal. Os sinais clinicos foram
primeiramente gastrintestinais, com posterior pneumonia, falha respiratéria e
obito em 10 dias. Apds necropsia, o diagnostico foi confirmado por exame
histopatoldgico e cultivo microbiolégico do pulmao. Apesar da manifestagao
pulmonar nao ser frequente na espécie, os autores referiram o linfoma como
possivel causa de imunossupressao no animal, agravando o quadro.

Takai e colaboradores (2003) investigaram a viruléncia em linhagens de
R. equi isoladas de diferentes afecgdes de cées e gatos, reunindo isolados de
cinco paises. Cinco dos nove isolados clinicos de gatos, incluindo um do Brasil,
foram positivos para VapA. Dos nove isolados de caes, apenas um foi positivo
para VapA. O estudo revelou maior prevaléncia de linhagens virulentas em
felinos domésticos, assim como alertou para a preocupag¢ao do convivio destas
espécies animais com pacientes acometidos pela Aids. No Brasil, Farias et al.
(2007) isolaram linhagem virulenta de R. equi (VapA) de um gato com lesdo
cutanea crénica. O animal era oriundo de area rural e mantinha contato com
caes, equinos e bovinos.

Apesar de frequente o isolamento de R. equi em fezes de animais de

producao e, eventualmente, de humanos, raramente ha relatos da presenca do
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agente em fezes de cédes (PRESCOTT, 1991). E também, até o presente
momento n&o ha relatos de isolamento da bactéria em fezes de felinos.
Considerando o aumento da populacédo de felinos no Brasil, o estreito
contato dos proprietarios com essa espécie animal, o potencial zoonético dos
patdogenos bacterianos de eliminagdo fecal para os humanos, o presente
estudo investiga a ocorréncia de patdégenos de origem bacteriana isolados das

fezes de felinos domésticos, sem sinais entéricos, de ambiente rural e urbano.

3. HIPOTESES DE ESTUDO

Espera-se identificar patdogenos de origem bacteriana de potencial
zoonotico nas fezes de gatos higidos, bem como fatores de viruléncia das
linhagens isoladas relacionados a infecgdo de humanos. O habito territorial
desses animais poderia favorecer, em tese, maior ocorréncia de patégenos e
presenca de fatores de viruléncia nos animais de ambiente rural em razdo da

maior proximidade com outras espécies de animais domeésticos.
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4. OBJETIVOS

Geral:

Investigar a ocorréncia de patdégenos de origem bacteriana de potencial

zoonotico, presentes nas fezes de gatos domésticos, sem sinais entéricos, de

areas urbana e rural, bem como investigar marcadores de viruléncia de E. coli,

Clostridium spp. e R. equi.

Especificos:

v

Avaliar a ocorréncia de Escherichia coli, Salmonella spp., Clostridium
perfringens, Clostridium difficile e Rhodococcus equi na microbiota
intestinal de gatos domésticos, sem sinais entéricos;

Detectar a presencga dos genes eae, escN, six1, stx2, ipaH, It, st e aatA,
utilizados como marcadores de viruléncia de certas classes de E. col;,
Determinar a presencga do género Salmonella e de sorotipos patogénicos
nos isolados;

Avaliar a ocorréncia de Clostridium perfringens e Clostridium difficile e
presenga dos genes fcdA, tcdB, tpi e cdiB relacionados a producao de
toxinas;

Identificar a presenca de R. equi e marcadores de viruléncia (VapA,
VapB e VapN) nos isolados;

Comparar a ocorréncia dos patogenos, coinfecgdes e fatores de

viruléncia em animais de ambiente urbano e rural.
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5. MATERIAL E METODOS
5.1 Locais de colheita do material

As amostras de fezes de gatos de ambiente urbano e rural foram
colhidas, no ano de 2015, no Canil Municipal de Botucatu, SP, de animais
participantes do programa de castragdo do municipio, no momento que 0s
animais permaneciam sedados para procedimento cirurgico. Amostras de gatos
de ambiente rural foram colhidas também em treze fazendas da regido que

possuiam criacdes de bovinos, equinos e pequenos ruminantes.

5.2 Colheita das amostras

Foram colhidas 200 amostras de fezes de 200 gatos domésticos, sem
sinais entéricos, das quais 100 provenientes de animais de ambiente urbano e
100 de animais de area rural. Foram incluidos no estudo gatos sem restricao
de raga ou idade, com auséncia de manifestagdes clinicas entéricas. As fezes
foram colhidas diretamente da ampola retal, com utilizacdo de suabes
esterilizados. De cada animal foram coletados dois suabes, dispostos em
meios de transporte (Stuart) para melhor preservagado do material. Previamente
a coleta foi realizado um questionario (Anexo 1), com cada proprietario, que
incluia breve anamnese para confirmacdo da auséncia de sinais entéricos e
demais manifestagdes clinicas que comprometessem o estado de higidez e
coleta de dados dos gatos que incluiram informacbes sobre idade, sexo,
ambiente, habitos e contactantes dos animais. A idade dos animais foi
subdividida em faixas etarias. Foram considerados jovens os animais com até 1
ano de idade e adultos os gatos com idade superior a 1 ano. A coleta no Canil
Municipal foi realizada em animais encaminhados para castragao eletiva, apos
contengc&do quimica anestésica (quetamina, xilazina, acepromazina e morfina).
Nas propriedades rurais, a coleta foi realizada apenas apds contencao fisica
dos animais. As amostras de fezes no meio de Stuart foram identificadas e
acondicionadas em refrigeracdo (4 a 8°C) e processadas para as diferentes
técnicas microbiolégicas em, no maximo, 48 horas apds a colheita. Um dos

suabes foi destinado ao cultivo microbiologico em meios convencionais e
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seletivos e o outro foi submerso em tubos contendo 5 mL de solugao
esterilizada de agua bidestilada e agitados em Vortex por dois minutos.
Aliquotas desse material foram congeladas (-20°C) para estoque.

5.3 Universo amostral

A amostragem dos animais no Canil municipal de Botucatu e nas
fazendas da regido foi realizada por conveniéncia. O tamanho amostral foi
calculado com base na metodologia descrita por Pagano e Gauvreau (2008),
utilizando o programa Open Epi versdo 3.03a (DEAN et al., 2015). Os calculos
foram baseados em uma populagédo de 3900 gatos (populagao finita), estimada
pelo Instituto Pasteur (2014-2015) para a cidade de Botucatu, SP,
considerando uma prevaléncia entre 5 e 10% para cada patdégeno, nivel de
confianga de 95% e erro toleravel de 5%. Nessas condigdes, foi estabelecida a
colheita de, no minimo 134 amostras fecais de gatos diferentes, incluindo de
ambiente urbano e rural. Com finalidade de maximizar a identificagdo dos
patogenos de eliminagdo fecal e como precaugdo para eventuais perdas de
material, o tamanho amostral foi ampliado para 200 animais.

5.4 Autorizagao da Fundagao UNI Botucatu

A autorizagao para o desenvolvimento de atividades cientificas no Canil
Municipal de Botucatu foi concedida pela Diretoria Cientifica da Fundagao UNI
Botucatu, em parceria com a Secretaria Municipal da Saude de Botucatu
(Anexo 2).

5.5 Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), FMVZ — UNESP,
Botucatu, SP

A realizacdo do presente projeto de pesquisa foi aprovada pela CEUA
(protocolo n°169/2014), uma vez que nao fere qualquer preceito ético e de uso

de animais no desenvolvimento de estudos cientificos (Anexo 3).
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5.6 Exames bacteriolégicos
5.6.1 Diagnoéstico de Escherichia coli
5.6.1.1 Isolamento e caracterizagao microbiolégica

O isolamento das linhagens de E. coli foi realizado no laboratério de
Diagnéstico Microbiologico da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP. As amostras de
fezes foram semeadas por esgotamento em meio seletivo de agar MacConkey
(Oxoid®) e meio de agar sangue ovino (5%) desfibrinado (base Oxoid®),
incubadas em aerobiose a 37°C e observadas por 48h. As colbnias suspeitas
de E. coli foram submetidas a testes bioquimicos (KRIEG e HOLT, 1994; WINN
et al., 2008; QUINN et al., 2011) em meios de Escola Paulista de Medicina —
EPM (glicose, gas, LTD, H2S, urease), MILi (motilidade, indol e lisina) e citrato
de Simmons. Apds identificagdo, todas as linhagens foram mantidas em agar
Lignieres (Oxoid®), a 25°, no mesmo laboratorio, até a avaliacéo dos fatores de

viruléncia.

5.6.1.2 Deteccgao dos fatores de viruléncia

A deteccdo dos fatores de viruléncia de E. coli foi realizada no
laboratoério de microbiologia do Departamento de Microbiologia e Imunologia do
IBB/JUNESP, Botucatu, SP, sob a supervisdo do Prof. Rodrigo Tavanelli
Hernandes.

5.6.1.2.1 Controles da reagao

Os fatores de viruléncia das linhagens isoladas de E. coli foram
identificados utilizando a técnica de PCR. Como controles positivos foram
utilizadas as seguintes cepas padrdo: EPEC — E2348/69 (eae’/bfpA*/bfpB"),
EHEC - EDL933 (eae'/stx1'/stx2"), ETEC — H10407 (elt'/est’), EIEC -
EDL1284 (ijpaH") e EAEC — 042 (aatA"/aagR"). A amostra de E. coli laboratorial
C600 foi empregada como controle negativo em todas as reagbes de PCR.
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Todas as cepas controle foram cedidas pelo Prof. Rodrigo Tavanelli
Hernandes, do Departamento de Microbiologia e Imunologia do IBB/UNESP,
Botucatu, SP.

5.6.1.2.2 Obteng¢ao do material genético

A totalidade das linhagens foi semeada em placas contendo meio agar
MacConckey, a 37°C, por 24h. Posteriormente, um raspado de cada coldnia foi
suspenso em 200uL de agua Milli-Q estéril. As suspensdes foram submetidas a
fervura por 10 min, resfriadas em banho de gelo e centrifugadas a 10 000 rpm
por 1 min (Centrifuge 5424 R, Eppendorf®). Apds a centrifugagdo, os
sobrenadantes foram utilizados como DNA molde nas reagdes de amplificagao.

5.6.1.2.3 Amplificacao do material genético (PCR)

Para cada reagao foram utilizados 2,0 uL do DNA molde, 7,5 uL de Go
Taqg Green Master Mix (Promega, USA), 4,5 yL de H,0 livre de nuclease
(incluso no Go Taq Green Master Mix) e 0,5 yL de cada par de iniciadores
(Tabela 1), perfazendo um volume total de 15 yL. A amplificag&o foi realizada
em termociclador (Gene Amp® PCR System 9700, Applied Biosystems) com as
seguintes condigdes de ciclo: aquecimento inicial a 95°C por 5 min, seguido de
35 ciclos de desnaturagdao a 95°C por 30s, anelamento com temperatura
variavel de acordo com o iniciador por 30s (Tabela 1) e extensdo a 72° por

1min.
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TABELA 1 - Sequéncia de iniciadores empregados nas reagoes de PCR para
identificacao dos genes marcadores de viruléncia de linhagens de E. coli obtidas

das fezes de gatos sem diarreia. Botucatu, SP, 2014-2015.

Gene Sequéncia de iniciadores (5°3") Tamanho de Temperatura Referéncia
de anelamento
produto (pb) (°C)
eae CTGAACGGCGATTACGCGAA 917 52 REID et al.,
CCAGACGATACGATCCAG 1999
HERNANDES et
escN CGACGACTATTGCAGAGT 900 50 al,,
GCCTTATCTGCTTCAGGA 2013
stx1 ATAAATCGCCATTCGTTGACTAC 180 52 PATON E PATON,
AGAACGCCCACTGAGATCATC 1998
stx2 GGCACTGTCTGAAACTGCTCC 255 49 PATON e PATON,
TCGCCAGTTATCTGACATTCCTG 1998
jpaH GTTCCTTGACCGCCTTTCCGATACCGTC 619 52 TOMA et al.,
GCCGGTCAGCCACCCTCTGAGAGTAC 2003
It GGCGACAGATTATACCGTGC 322 50 SCHULTSZ et al.,
CCGAATTCTGTTATATATGTC 1994
st ATTTTTCTTTCTGTATTGTCTT 190 52 ARANDA et al.
CACCCGGTACARGCAGGATT 1997
aatA CTGGCGAAAGACTGTATCAT 630 55 SCHMIDT et al.,
CAATGTATAGAAATCCGCTGTT 1995
C = citosina
T =timina
A= adenina

pp= pares de base

5.6.1.2.4 Eletroforese em gel de agarose

Apos a amplificagdo, 5 yL de cada reacdao foram analisados por

eletroforese em gel de agarose. O gel foi preparado por aquecimento, fundindo-

se agarose (Argagen, Espanha) em tampao TBE 1x (Tris — acido bérico 90 Mm,

EDTA 2 Mm, pH 8,0) na concentragao final de 1 %. A eletroforese foi realizada

com utilizagdo de tampao de corrida (TBE 1x) em uma corrente constante de
100 V, por 20 a 25 min. Utilizou-se 1kb DNA Ladder (Promega, USA) para

verificar o tamanho dos produtos amplificados. As bandas foram detectadas

com base na coloracdo com SYBER Safe DNA gel stain (Invitrogen, USA), na
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concentracédo de 1:10.000 e visualizadas com auxilio de transiluminador de luz
ultravioleta. As imagens foram registradas por um sistema de captacdo de
imagens (Alphalmager 2200, Alpha, Innotech, EUA).

5.6.2 Diagnodstico de Salmonella spp.
5.6.2.1 Isolamento e caracterizagao microbiologica

Os suabes com material fecal foram submersos diretamente em tubos
de ensaio contendo 10 mL de caldo de Tetrationato (TT), agitados em Vortex
por dois minutos e, posteriormente, incubados em aerobiose a 37°C por 18h.
Apos o tempo de incubacdo, os caldos de enriquecimento seletivo foram
cultivados na superficie de placas contendo agar Salmonella | Shigella (SS),
com incubagédo em aerobiose a 37°C, por 24-48h (WINN et al., 2008). Colbnias
compativeis com o género Salmonella foram submetidas aos mesmos testes
bioquimicos descritos para Escherichia coli, no subitem 5.6.1.1, acrescentando
reagdes de Vermelho de Metila e de Voges-Proskauer (KRIEG e HOLT, 1994).

5.6.2.2 Teste de aglutinagcao com soro polivalente

As linhagens de Salmonella isoladas foram submetidas ao teste de
aglutinacado género-especifica em lamina, utilizando soro polivalente comercial

anti-Salmonella flagelar e somatico (Probac®).

5.6.2.3 Caracterizagao dos sorotipos

As linhagens caracterizadas como Salmonella nos testes bioquimicos e
com aglutinagdo positiva em lamina foram encaminhadas para caracterizagéo
de sorotipos (GRIMONT e WEILL, 2007), na Fundagdo Oswaldo Cruz, RJ.
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5.6.3 Diagnodstico de Clostridium perfringens
5.6.3.1 Cultivo microbiolégico e caracterizagao fenotipica

O material fecal, previamente aliquotado e congelado (-20°C), foi
processado no Laboratério de Anaerdbios da Escola de Veterinaria da UFMG,
Belo Horizonte, MG, sob supervisdo do Dr. Rodrigo Otavio Silveira Silva. As
amostras foram previamente enriquecidas, adicionando-se 200 yL do material
em tubo com tampa de rosca contendo 7 mL de caldo Brain Heart Infusion
(BHI-Difico®). Apos 24 horas a 37°C, em condigbes de anaerobiose, 10 pL de
cada caldo foi plaqueado em agar SPS (Difco®) [ANGELOTTI et al., 1962].
Apos incubacdo por 24 horas a 37°C, em anaerobiose, 3 a 5 colbnias
sugestivas de C. perfringens (sulfito redutoras) foram submetidas ao

diagnostico molecular.

5.6.3.2 Técnica da Reagao em Cadeia pela Polimerase (PCR)
5.6.3.2.1 Controles da reagao

Como controles positivos foram utilizadas cepas de referéncia de C.
perfringens tipo A (ATCC 3624), B (ATCC 3626), C (ATCC 3628), D (ATCC
3629); e E (ATCC 27324). Como controle negativo, utilizou-se agua esterilizada
somente com os reagentes da técnica, sem a presenga do DNA bacteriano.

5.6.3.2.2 Extragcao e amplificagao do material genético

O material genético da cepa de referéncia e dos isolados foram obtidos
utilizando-se a extracdo sem purificagdo do DNA pelo método térmico descrito
por Baums et al. (2004). Trés a cinco colbnias caracteristicas foram raspadas
com ponteiras estéreis e transferidas para eppendorfs com 200 yL de agua
ultrapura estéril (Milli-g Plus QPack 1E, Millipore, Billerica, Massachusetts,
EUA). Os microtubos foram hermeticamente fechados e dispostos em aparelho
termociclador, a 98°C, durante 20 minutos. As amostras foram centrifugadas

em microcentrifuga (5000 x g) por cinco minutos e o sobrenadante utilizado
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como molde de DNA. Apds extragdo do material genético, as amostras foram
submetidas a PCR multiplex para deteccdo dos genes codificadores das
toxinas principais (alfa, beta, epsilon, iota), enterotoxina e beta-2 (MEER e
SONGER, 1997). Adicionalmente, foram pesquisadas as toxinas NetB
(KEYBURN et al., 2008), NetE, NetF e NetG (GOHARI et al.,, 2015). Foi
utilizado na reagcdo um volume final de 25 pyL contendo 1 yL de DNA, 10mM
Tris HCI, 50mM KCI,1,5 mM MgCl,, 200pM de cada desoxirribonucleotideo
(dNTP), 1.0 U Taq polimerase (Phoneutia, Belo Horizonte, Brasil) e 20
iniciadores (primers), para detecgao de toxinas (Tabela 2).

A amplificagdo foi realizada em termociclador (Cycler PX2 térmica
Thermo Electron Corporation, Milford, EUA) nas seguintes condi¢des de ciclo: o
aquecimento inicial a 95°C por 2 min, seguido de 35 ciclos de desnaturacéo a
95°C por 1 min, anelamento a 55°C por 1 min e extensao a 72°C por 1 min. Foi

adicionado um ciclo final de extensdo de 2 min a 72°C (BAUMS et al., 2004).
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TABELA 2 - Primers utilizados na PCR multiplex para detecgdao dos genes
codificadores de toxinas de C. perfringens identificados nas fezes de gatos
sem sinais entéricos. Botucatu, SP, 2014-2015.

Gene Primer Sequéncia (5°3") Tamanho de Referéncia
produto (pb)
cpa CPAF GCTAATGTTACTGCCGTTGACC 324 MEER e SONGER,
CPA5R TCTGATACATCGTGTAAG 1997
cpb CPBF GCGAATATGCTGAATCATCTA 196 MEER e SONGER,
CPBR GCAGGAACATTAGTATATCTT 1997
cpe CPEF GGAGATGGTTGGATATTAGG 233 MEER e SONGER,
CPER GGACCAGCAGTTGTAGAT 1997
etx ETXF GCGGTGATATCCATCTATTC 655 MEER e SONGER,
ETXR CCACTTACTTGTCCTACTAA 1997
lap CPIL CTACTCTCAGACAAGACAG 446 MEER e SONGER,
CPIR CTTTCCTTCTATTACTATAC 1997
cpb2 CPB2F CAAGCAATTGGGGGAGTTTA 200 BAUMS et al.
CPB2R GCAGAATCAGGATTTTGACCA 2004
netB NetB5F TCACATAAAGGTTGGAAGGC 316 KEYBURN et al.,
NetB5R GCACCAGCAGTTTTTCCT 1997
netE NetEF TAGAAAACGTTCAATTGTATGG 601 GOHARI et al.,
NetER  AGAAAGCGCTGATACAGCTAATAAA 2015
netF NetFF AACAATATGTACAGGTATAACT 862 GOHARI et al.,
NetFR TTGATAGGTATAATATGGTTCT 2015
netG NetGF TTGTTCAGGATTAGTAGCATTA 860 GOHARI et al.,
NetGR CATGAGTTGCATAAGTTGGTGT 2015
C = citosina
T =timina
A= adenina

pp= pares de base

5.6.3.2.3 Eletroforese em gel de agarose

A detecgdo dos produtos da amplificagdo (10uL do produto e 2 pL do

tamp&o de corrida 1X - 10Mm EDTA pH 8,0, 20,3 mM KH2PO,4, 10,4 Tris

acetato), foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 2%, adicionados de

2ul de brometo de etidio (Phoneutria, Belo Horizonte, Brasil). A eletroforética

corrida foi realizada em cuba apropriada utilizando 100V e 300mA, durante 40

minutos. Apds o término da eletroforese, os fragmentos de DNA amplificados

nos géis foram visualizados em aparelho transluminador e analisados por
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comparagao com um marcador de tamanho molecular (100 pb ou 1kb DNA
Ladder, Invitrogen, Sao Paulo, Brasil).

5.6.4 Diagnoéstico de Clostridium difficile

O diagnostico de C. difficile foi realizado Laboratorio de Anaerobios da
Escola de Veterinaria da UFMG, Belo Horizonte, MG, sob supervisdo do Dr.
Rodrigo Otavio Silveira Silva.

5.6.4.1 Cultivo microbiolégico e caracterizagao fenotipica

O material fecal foi previamente enriquecido, adicionando-se 200 yL em
um tubo com tampa de rosca contendo 7 mL de caldo cefoxitina-cicloserina-
frutose e 0,1% de taurocolate (TCCFB) [(DELMEE, 2001]. Apds incubag&o por
5 dias a 37°C, em anaerobiose, uma aliquota do caldo foi submetida a choque
com alcool absoluto na proporgédo de 1:1 (v/v) e plaqueados em agar sangue
suplementado com 0,1% de taurocolate. Apds incubacgao por 96 horas a 37°C,
em anaerobiose, 3 a 5 colbnias sugestivas de C. difficile foram coletadas e
submetidas aos processos de diagnostico molecular.

5.6.4.2 Técnica da reagao em cadeia pela polimerase (PCR)
5.6.4.2.1 Controles da reagao

Como controle positivo, foi utilizada cepa de referéncia de Clostridium
difficile (ATCC 9689). Como controle negativo, utilizou-se agua esterilizada
somente com os reagentes da técnica, sem a presenga do DNA bacteriano.

5.6.4.2.2. Extragao e amplificagao do material genético

O material genético da cepa de referéncia e dos isolados foram obtidos
utilizando-se a extragdo sem purificagcdo do DNA pelo método térmico descrito
por Baums et al. (2004). Trés a cinco colbnias caracteristicas foram raspadas
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com ponteiras estéreis e transferidas para eppendorfs com 200uL de agua
ultrapura estéril (Milli-g Plus QPack 1E, Millipore, Billerica, Massachusetts,
EUA). Os microtubos foram hermeticamente fechados e dispostos em aparelho
termociclador a 98°C durante 20 minutos. As amostras foram centrifugadas em
microcentrifuga (5000 x g) por cinco minutos e o sobrenadante utilizado como
molde de DNA (LEMEE et al., 2004).

Para confirmacéo da identidade dos isolados pela detecgao do gene tpi,
bem como deteccédo dos genes que codificam as toxinas A (tcdA), B (tcdB) e
toxina binaria (cdtB), foram utilizados ensaios de PCR Multiplex, de acordo com
metotologia descrita por Silva et al. (2011). Foi utilizado na reagdo um volume
final de 25 pL contendo 5 pL de DNA, 10mM Tris HCI, 50mM KCI,1,5 mM
MgClz, 200uM de cada desoxirribonucleotideo (dNTP), 3.0U taq polimerase
(Phoneutia, Belo Horizonte, Brasil) e 8 iniciadores (primers) para detecgao de
toxinas de C. difficile (Tabela 3). A amplificacao foi realizada em termociclador
(Cycler PX2 térmica Thermo Electron Corporation, Milford, EUA) com ciclo de
desnaturacgao inicial a 95°C por 5 min, seguida de 35 ciclos para desnaturagao
(30s a 95°C), anelamento (30s a 52°C) e extenséao (30s a 72°C). Foi adicionado
um ciclo final de extensao de 10 min a 72°C.
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TABELA 3 - Primers usados na PCR multiplex para deteccao dos genes
codificadores das toxinas A (tdcA), B (tcdB), toxina binaria (cdtB) e gene tpi de C.

difficile em amostras fecais de gatos. Botucatu, SP, 2014-2015.

Gene Primer Sequéncia (5°3") Concentragéo Tamanho do Referéncia
do primer (uM)  fragmento (pb)
tdcA tdcA_F  AGATTCCTATATTTACATGACAATAT 1.0 365 ou 110
tdcA_R  GTATCAGGCATAAAGTAATATACTTT 1.0
tdcB tdcB_R  GGAAAAGAGAATGGTTTTATTAA 0.5 160 LEMEE et al.
tdcB_F ATCTTTAGTTATAACTTTGACATCTTT 0.5 2004
toi tpi R AA AGAAGCTACTAAGGGTACAAA 0.5 210
tpi_F CATAATATTGGGTCTATTCCTAC 0.5
PERSSON et
cdiB cdtB F  TTGACCCAAAGTTGATGTCTGATTG 0.5 262 al.
cdtB R CGGATCTCTTGCTTCAGTCTTTATAG 0.5 2008
C = citosina
T =timina
A= adenina

pp= pares de base

MM= micrémetros

5.6.5.2.3 Eletroforese em gel de agarose

Dez microlitros dos produtos amplificados foram aplicados em géis de

agarose a 2%, adicionados de 2ul de brometo de etidio (Phoneutria, Belo
Horizonte, Brasil) e submetidos a eletroforese a 120 V, 2 mA, por 60 minutos
em tamp&o TAE 1X (10Mm EDTA pH 8,0, 20,3 mM KH2POu4, 10,4 Tris acetato).
As bandas foram visualizadas com auxilio de luz ultravioleta e analisadas por
comparagdao a um marcador de tamanho molecular (100 pb ou 1kb DNA
Ladder, Invitrogen, Sao Paulo, Brasil).

5.6.5 Diagnoéstico de Rhodococcus equi
5.6.5.1 Cultivo e caracterizagao microbiolégica

O material fecal foi semeado em meio convencional de agar sangue
ovino (5%) desfibrinado e incubado em aerobiose a 37°C por 48 a 72h (QUINN

et al, 2011). Adicionalmente, as amostras foram submetidas ao cultivo em meio
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seletivo CAZ-NB (ceftazidima, novobiocina e ciclohexamida) com incubag&o em
aerobiose, a 30°C, por 48 a 72h (MUSCATELLO et al., 2007; LARA et al.,
2015). As colbnias compativeis com R. equi foram submetidas a identificagéo
com base nas caracteristicas morfotintoriais (coloracdo de Gram), de cultivo
(MEYER e REBOLI, 2010; MURRAY et al., 2010) e bioquimicas, incluindo as
reacoes de catalase, oxidase e teste de CAMP (WINN et al., 2008; QUINN et
al., 2011). A identificagcdo fenotipica de R. equi foi realizada no laboratorio de
Diagnéstico Microbiologico da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP. Os isoladas foram
mantidos no meio de Ligniéres, em temperatura ambiente (25°C), em tubos de

vidro com tampa de borracha, até o momento do processamento.

5.6.5.2 Determinacao de antigenos e plasmidios de viruléncia
5.6.5.2.1 Extracao do DNA plasmidial

A obtengdo de DNA plasmidial foi realizada pelo método de lise alcalina.
O material genético extraido foi analisado pela digestdo com enzimas de
restricdo Hindlll, BamHI, EcoRIl e EcoT22l, visando a determinagdo do
tamanho dos plasmideos, considerando virulentas (VapA) linhagens entre 85 a
90 kb, de viruléncia intermediaria (VapB) entre 79 e 100 kb, VapN ou “tipo
bovino” com 120 kb e avirulentas com auséncia dos perfis anteriores
(BIRNBOIM e DOLY, 1979; TAKAI et al., 1994; VALERO-RELLO et al., 2015).

5.6.5.2.1 Reacao em cadeia pela polimerase

A amplificagdo do material genético foi realizada com 10ul de DNA
preparado em 50ul de volume contendo 10mM de Tris—HCI (pH 8,3, a 25°C),
50 mM de KCI, 0,2 mM de desoxinucleotidios trifosfatos, 1,5 mM de MgCI2,
2,5U de Taqg DNA—polimerase e 1mM de cada primer. As amostras foram
submetidas a 30 ciclos de amplificagdo, segundo as seguintes condigdes:
desnaturagdo por 90 a 94°C, anelamento por 1 min. a 55°C, e extens&o por 2
min a 72°C. A detecgdo de sequéncias de genes de antigenos virulentos (15—
17 kDa) ou VapA foi realizada utilizando o primer 1 (5-
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GACTCTTCACAAGACGGT-3') e primer 2 (5-TAGGCGTTGTGCCAGCTA-
3’), visando a amplificagdo de sequéncia entre 569 e 552 pares de base. Para
estirpes de viruléncia intermediaria (20 kDa) ou VapB foram utilizados o primer
3 (5-AACGTAGTCGCGGTGAGAA-3’) e primer 4 (5-
ACCGAGACTTGAGCGACTA-3’), para amplificacdo génica entre 240 e 258
pares de base (TAKAI et al., 1995a; TAKAI et al., 1995b). Para estirpes VapN
ou “tipo bovino® (26 kDa) foram utilizados os primer 5 (5-
AGAGTTCATGCGTGACAACG-3’) e primer 6 (5-
GTCCACAGGTCACCGTTCTT-3’). A determinagao dos antigenos e fatores de
viruléncia foi realizada sob supervisao do Prof. Shinji Takai, da Universidade de
Kitasato, Japao.

As linhagens de R. equi foram encaminhadas para o Jap&o em tubos de
plastico esterilizados, com tampas de rosca, contendo meio de Ligniéris,
juntamente com a autorizacdo de exportagao emitida pelo Servigo de Defesa
Animal do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), Brasil,
além da permisséo de importagdo do Ministério de Agricultura, Reflorestamento
e Pesca do Japao.

5.7 Analise estatistica

A associagédo entre a presenga dos diferentes micro-organismos isolados
nas fezes de felinos nos ambientes urbano e rural, bem como a deteccéo dos
fatores de viruléncia de E. coli, C. perfringens, C. difficile e R. equi foi realizada
pelos teste de Qui—quadrado ou Exato de Fisher, utilizando o programa
estatistico R (R Development Core Team, 2015, versado 3.2.3), considerando

diferenca significante para valores de p<0,05.
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6. RESULTADOS

Foram coletadas 200 amostras fecais de 200 gatos, das quais 100 foram
provenientes de animais de ambiente urbano e 100 de animais de area rural, a
maioria dos animais do estudo (96%) eram mesticos ou ndo possuiam raga
definida, dos quais 112 (56%) eram fémeas e 88 (44%) machos. Com relagao a
faixa etaria, 76 (38%) dos animais amostrados eram jovens e 124 (62%)
adultos. Dos animais de ambiente urbano, 68 (68%) apresentavam livre acesso
aruae 72 (72%) possuiam ao menos um contactante felino.

Do total de amostras foram isoladas 175 (88%) linhagens de E. coli, 86
(43%) de C. perfringens A, 5 (2%) de C. difficile e 7 (4%) linhagens de R. equi.
N&o foram identificadas linhagens de Salmonella sp. em nenhum dos felinos
amostrados.

A Figura 1 sumariza a identificacdo dos patdégenos de eliminagao fecal

nos ambientes urbano e rural.
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coli perfringens difficile equi sp.
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Enteropatégenos

FIGURA 1 - Frequéncia de detecgao de patéogenos de origem bacteriana em 200
amostras fecais de gatos domésticos, sem sinais entéricos, de ambiente urbano
e rural. Botucatu SP, 2014-2015.
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Houve diferenca significante (p=0,03) para a maior deteccdo de
patdgenos bacterianos em fezes de animais de ambiente urbano se comparado

aos animais de ambiente rural (Tabela 4).

TABELA 4 - Frequéncia de identificagdo de patéogenos bacterianos em 200
amostras fecais de gatos domésticos, sem sinais entéricos, segundo o
ambiente de criagao. Botucatu SP, 2014-2015.

Ambiente Negativo Positivo Total % Negativo % Positivo
Rural 10 90 100 83,33% 47,87%
Urbano 2 98 100 16,67% 52,13%
Total geral 12 188 200 100% 100%

Ocorreu maior identificagcdo e diferenga significante (p=0,03) para o
isolamento de E. coli nos gatos de ambiente urbano quando comparado aos
animais de ambiente rural, uma vez que das 175 linhagens, 93 (93%) eram
provenientes de fezes de animais de ambiente urbano, enquanto 82 (82%)
eram de animais de area rural (Tabela 5).

Todos os isolados de R. equi foram identificados em fezes de gatos de
ambiente rural, provenientes de trés fazendas distintas, apresentando diferenca
estatistica (p=0,01) quando comparado aos animais de ambiente urbano
[Tabela 5]. Todos os gatos nos quais ocorreu isolamento de R. equi possuiam
histérico de contato com equinos, e seu ambiente de criagdo, evidenciando
uma associagao positiva (p=0,0002).

Das 86 linhagens de C. perfringens A, 46 (46%) foram provenientes de
gatos de ambiente urbano, enquanto 40 (40%) foram de animais de area rural,
sem diferenga estatistica significante (p=0,4) para identificacdo do patdégenos

em animais de ambiente urbano e rural. Das cinco estirpes identificadas como
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C. difficile, duas (2%) eram de gatos de ambiente urbano e trés (3%) de gatos
de ambiente rural. No entanto, ndo houve diferenga significativa (p=1) entre a
identificacdo de C. difficile e os ambientes amostrados (Tabela 5).

TABELA 5 - Frequéncia de enteropatéogenos bacterianos identificados em amostras
fecais de gatos domésticos, segundo o ambiente de criagao. Botucatu SP, 2014-2015.

Patégenos E. coli R. equi C. perfringens A C. difficile
Neg Pos Neg Pos Neg Pos Neg Pos
Ambiente N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
Urbano 7 (7,0) 93 (93,00 100  (100) 0 (0,0) 54 (54,00 46 (46,0) 98 (98,0) 2 (2,0)
IC (0,880-0,980) IC (NC) IC (0,362-0,558) IC (NC)

Rural 18 (18,0) 82 (82,0) 93 (93%) 7 (7,0) 60 (60,0) 40 (40,0) 97 (97,0) 3 (3,0)

IC (0,795 -0,895) IC (0,02-0,120) IC (0,304-0,446) IC (NC)
Total 25 (120) 175  (88,0) 193  (96%) 7 (4,0) 114 (57,00 86 (430) 195  (97.,5) 5 (2,5)
Valor de p 0,03° 0,01° 0,5° 1,0°

Valores de P menores que 0,05 indicam diferencgas significativas entre os ambientes, para um mesmo micro-organismo, pelos testes
de Qui-quadrado® ou Exato de Fisher®.

Neg = identificagdo negativa E. coli = Escherichia coli

Pos = identificagéo positiva R. equi = Rhodococcus equi

N= Numero de amostras isoladas C. perfringens = Clostridium perfringens
%= Porcentagem C. difficile= Clostidium difficile

IC= Intervalo de confianga
NC= Néao calculado devido auséncia de micro-organismos ou
baixo numero de positivos
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Na detecgédo dos marcadores de viruléncia das 175 linhagens de E. coli
isoladas das fezes dos gatos foram identificadas em 23 (13%) linhagens o gene
eae, em 23 (13%) o gene escN, em duas (1%) o gene stx1, em uma (0,6%) o
gene stx2, em uma (0,6%) o gene aatA e em uma (0,6%) o gene jpaH. Os
demais genes de marcadores de viruléncia pesquisados nao foram
identificados em nenhum dos isolados de E. coli.

Quanto as linhagens de C. perfringens A, do total de 86 isolados foram
detectadas em 21 (24%) linhagens o gene cpb- (codificador da toxina beta 2) e
em uma (1%) linhagem foi identificado o gene cpe (codificador da
enterotoxina). N&o foram identificados os demais genes codificadores de
toxinas em nenhuma das linhagens de C. perfringens A.

Foram isoladas cinco (2%) linhagens de C. difficile, das quais uma (20%)
apresentou os genes fcdA e tcdB, codificadores das toxinas A e B,
respectivamente. As demais linhagens foram consideradas nao toxigénicas.

A caracterizagao do perfil de viruléncia mediado por plasmideos nas sete
linhagens de R. equi n&o detectou a presenca dos genes vapA, vapB ou vapN
em nenhum dos isolados, classificando os isolados de R. equi como
avirulentos.

As coinfeccbes mais frequentes de enteropatégenos de origem
bacteriana nos gatos de ambiente urbano foram: E. coli e C. perfringens A
(26%); E coli e C. perfringens A cpb.'(8%); E. coli eae” lescN* e C. perfringens
A (5%). Nos gatos de ambiente rural foram observadas infec¢des combinadas
entre E. coli e C. perfringens A (21%), E coli e C. perfringens A cpb,’(8%), E.
coli e R. equi (4%) e entre E. coli e C. difficile (3%) [Tabela 6]. Ndo houve
diferenca estatistica entre as coinfecgbes identificadas e os ambientes

amostrados.
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TABELA 6 - Deteccao de enteropatégenos e marcadores de viruléncia,
isolados ou em associagao, em 200 amostras fecais de felinos domésticos,
sem sinais entéricos, de ambiente urbano e rural. Botucatu SP, 2014-2015.

Enteropatégenos Ambiente urbano Ambiente rural
N (%) N (%) Valor de p
E. coli’ 41 41,0 34 34,0 0,380
C. perfringens A’ 4 4,0 5 5,0 1,000
R. equi’ 0 0,0 1 1,0 1,000
C. perfringens A cpb," 0 0,0 2 2,0 0,400
C. difficile tcdA" tcdB" cdtB 1 1,0 0 0,0 1,000
E. coli eae” escN" 9 9,0 4 4,0 0,200
E. coli stx1* 0 0,0 1 1,0 1,000
E. coli ipaH* 0 0,0 1 1,0 1,000
E. coli" e C. perfringens A’ 26 26,0 21 21,0 0,500
E. coli e C. perfringens A cpb," 8 8,0 8 8,0 1,000
E. coli e C. perfringens A cpe” 0 0,0 1 1,0 1,000
E. coli' e R. equi’ 0 0,0 4 4,0 0,120
E. coli e C. difficile’ 1 1,0 3 3,0 0,600
E. coli eae® escN* e C. perfringens A’ 5 5,0 1 1,0 0,200
E. coli eae” escN" e C. perfringens A cpb," 1 1,0 1 1,0 1,000
E. coli eae" escN' e R. equi’ 0 0,0 2 2,0 0,400
E. coli stx1* e C. perfringens A’ 0 0,0 1 1,0 1,000
E. coli stx2* e C. perfringens A’ 1 1,0 0 0,0 1,000
E. coli aatA” e C. perfringens A cpb," 1 1,0 0 0,0 1,000

N= Numero de amostras isoladas

%= Porcentagem

E. coli = Escherichia coli

C. perfringens = Clostridium perfringens
R. equi = Rhodococcus equi

* = linhagem com auséncia dos genes de viruléncia pesquisados

+=positivo para o gene pesquisado
- = negativo para o gene pesquisado
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7. DISCUSSAO

O presente estudo permitiu identificar micro-organismos de origem
bacteriana, de reconhecido potencial zoonédtico e com base em marcadores de
viruléncia em isolados de E. coli (verotoxigénicas, EPEC, EIEC, EAEC) e R.
equi, além de espécies de clostridios toxigénicos, nas fezes de gatos sem
sinais entéricos, comparando a ocorréncia dos patégenos em animais de
ambiente rural e urbano. Tal achado confirma a evidéncia de que os gatos
domésticos podem ser carreadores subclinicos ou inaparentes de bactérias
patogénicas nas fezes, denotando risco em Saude Publica, em raz&o do
contato estreito dos humanos com essa espécie de animal de companhia.

O desenvolvimento do presente estudo foi motivado pelo fato de que
varias investigagbes similares tém focado o diagnéstico de somente um
patogeno nas fezes de gatos (VAN IMMERSEEL et al., 2004), principalmente
em casos de diarreia (YURI et al., 1998), embora seja reconhecido na literatura
que, por vezes, esses patdogenos estdo presentes no trato intestinal em
coinfecgbes (COX et al., 2005; SABSHIN et al., 2012).

Ainda ndo se tem observado na literatura cientifica mundial a
preocupagao em se distinguir a ocorréncia de patégenos entéricos em gatos de
ambiente urbano e rural. Tal cuidado no presente estudo, aliado ao uso de
técnicas moleculares e meios seletivos, possibilitou observar diferencas de
ocorréncia dos patdégenos bacterianos nesses ambientes, particularmente
quanto a presenga de R. equi em gatos de fazendas e E. coli, por vezes
toxigénicas, em animais de ambiente urbano, que podem gerar reflexdes
quanto ao modo de infeccado desses animais no ambiente de criacdo e aos
riscos inerentes em Saude Publica no tocante aos proprietarios e pessoas
contactantes. No entanto, apesar do estudo em conjunto dos principais
patdogenos de origem bacteriana, ndo foram investigados outros patdogenos
entéricos como Campylobacter spp., Rotavirus, Giardia e Toxoplasma — que
também possuem preocupacao no contexto de Saude Publica — o que pode ser
considerada uma limitagao do presente estudo.

E. coli frequentemente é isolada de diferentes afecgdes clinicas em
humanos e animais, causando doengas entéricas e extra-entéricas (WINN et
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al., 2008; QUINN et al., 2011). A patogenicidade de E. coli esta intimamente
relacionada a interacdo de complexos fatores de viruléncia, incluindo capsula,
enterotoxinas, citotoxinas, fimbrias, adesinas, invasinas e mecanismos de
aquisicao de ferro (BOWER et al., 2005; QUINN et al., 2011). Foram isoladas
175 (88%) linhagens de E. coli nas fezes dos gatos do presente estudo, com
diferenga estatistica para os animais de ambiente urbano quando comparados
aos de ambiente rural. Tal fato poderia ser justificado pelo ambiente urbano
favorecer maior contato ou criagdo em conjunto dos felinos com animais da
mesma espécie, que podem contribuir na contaminacdo do ambiente e,
consequentemente, na transmissdo de patdégenos entéricos entre os animais.
Além disso, a maioria (68%) dos gatos de ambiente urbano amostrados
possuia acesso a rua, possibilitando contato desses animais com insetos,
roedores, outros animais domésticos ou mesmo alimentos contaminados com
patogenos. Por outro lado, o contato estreito com seus proprietarios poderia
favorecer a infecgéo por linhagens de E. coli de origem humana.

Dentre os marcadores de viruléncia pesquisados nos isolados de E. coli
do presente estudo foram detectadas 23 (13%) linhagens que continham os
genes eae e escN. Em estudo similar, Mainil et al. (1998), na Franca, relataram
prevaléncia de 5% de E. coli detentora do gene eae em gatos com e sem
diarreia, enquanto Pufio-Sarmiento et al. (2013), no Brasil, reportaram
prevaléncia de 2,5% do mesmo gene em linhagens de E. coli obtidas de gatos
sem diarreia. Os genes eae e escN estédo presentes na ilha de patogenicidade
denominada “locus enterocyte effacement” (GOFFAUX, 1999). O gene escN
codifica um sistema de secrecdo tipo lll. O gene eae codifica a proteina
intimina que, juntamente com o plasmideo EAF (EPEC adherence factor, fator
de aderéncia EPEC) regula a adesao das EPEC aos enterdcitos, com formagao
de saliéncias e pedestais (lesbes attachment and effacement - A/E) [CAMPOS
E TRABULSI, 1999; RIBEIRO et al., 2016].

Em humanos, E. coli EPEC esta epidemiologicamente relacionada com
diarreia em criancas menores de dois anos, com predominio em paises em
desenvolvimento, acarretando altas taxas de morbidade e mortalidade
(ROBINS-BROWNE e HARTLAND, 2002). A deteccéo de isolados desta classe
patogénica de E. coli, em gatos sem sinais entéricos, apresenta impacto em
Saude Publica, principalmente pela possibilidade de contaminagdo ambiental e,



43

também, em razdo do contato cada vez mais préximo da espécie felina com
humanos, em especial, criangas. Morato et al. (2009), no Brasil, sugerem a
possibilidade de um ciclo de infecgdo mutua por linhagens EPEC entre gatos e
humanos, embora a din&dmica entre os reservatorios ainda n&o seja totalmente
compreendida.

Dentre os genes investigados nas linhagens de E. coli foram
encontradas também duas linhagens detentoras do gene six1, ambas em
animais de ambiente rural e uma linhagem com o gene stx2, em animal de
ambiente urbano. Esses genes estdo relacionados com a produgédo de
citotoxinas da classe de E. coli EHEC, também conhecidas como verotoxinas
(VT) ou shigatoxinas (Stx ou STEC). A Stx1 é idéntica a citotoxina produzida
por Shigella dysenteriae tipo | (toxina de Shiga), enquanto Stx2 é
antigenicamente distinta desta toxina. Ambas, porém, apresentam estrutura e
atividade similar a toxina de Shiga, inibindo a sintese proteica da célula
hospedeira, culminando em morte celular. As EHEC determinam alteragbes
vasculares em raz&o da citotoxicidade dessas toxinas no endotélio vascular
(CAMPOS e TRABULSI, 1999).

Nas ultimas décadas, linhagens EHEC tém sido identificadas nas fezes
de animais domésticos. O sorotipo O157:H7 €& particularmente o mais
patogénico, envolvido em colite hemorragica, trombocitopenia e faléncia renal
em humanos, particularmente fatal em criangcas (RIBEIRO et al.,, 2016).
Bovinos sédo considerados os principais reservatorios domésticos de E. coli
EHEC sorotipo O157:H7 (RADOSTITIS et al., 2007). Porém, outras espécies
domésticas, como a felina, podem albergar linhagens de EHEC
verotoxigénicas, ainda que de forma assintomatica (RUMI et al., 2012). Apesar
de néo ter sido identificado o sorotipo 0157:H7 nos 200 animais amostrados, a
presenga de linhagens de E. coli EHEC em gatos é preocupante no contexto de
Saude Publica, posto que linhagens verotoxigénicas tém sido registradas de
maneira frequente em infecgbes entéricas e extra-entéricas em humanos
(PATON e PATON, 1998; REY et al., 2006).

Ainda entre os fatores de viruléncia de E. coli investigados, foi
identificada em um gato de ambiente rural uma linhagem detentora do gene
ipaH (“Invasion Plasmid Antigen H”), reconhecido como marcador de viruléncia
caracteristico de linhagens de E. coli enteroinvasora (EIEC) [AKHTER et al.,
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2011]. Em contraste, Puiio-Sarmiento et al. (2013), no Brasil, n&o identificaram
a presencga da classe EIEC em 163 linhagens de E. coli isoladas de gatos com
e sem diarreia. EIEC representa um grupo de E. coli diarreiogénica que, a
semelhancga de Shigella spp., possui capacidade de invadir o epitélio intestinal,
causando hematoquesia e necrose de célon em humanos. No entanto, a
patogenicidade de EIEC ainda n&o esta esclarecida na ocorréncia de disturbios
entéricos em animais domeésticos (RIBEIRO et al., 2016), visto que s&o
escassos os estudos envolvendo a ocorréncia dessa classe patogénica de E.
coli em animais de produgao e de companhia. Em humanos, as infec¢des por
EIEC ocorrem predominantemente em paises em desenvolvimento e com
precarias condigdes de saneamento (ROBINS-BROWNE e HARTLAND, 2002),
com casos relatados em paises como China (ZHOU et al., 2015) e Brasil
(ALMEIDA et al., 1998; CAMPOS et al. 2004). A identificacdo de fator de
viruléncia relacionado com a classe EIEC de E. coli, no presente estudo, indica
que gatos domeésticos podem servir como carreadores de bactérias
diarreiogénicas associadas a disturbios entéricos em humanos.

O gene aatA, presente nas linhagens de E. coli enteroagregativas
(EAEC), foi identificado em uma linhagem de gato de ambiente urbano. O
gene aatA é responsavel pela produgdo de uma membrana protéica necessaria
para a translocacéo de proteinas patogénicas (NAZEMI et al., 2011). A classe
EAEC é considerada emergente em humanos, envolvida comumente em casos
de diarreia crénica em criangas, em viajantes de paises em desenvolvimento e
em individuos com Aids (MOHAMED et al., 2007). Em contraste, os micro-
organismos dessa classe patogénica de E. coli ndo sdo reconhecidos como
causa primaria de diarreia em animais domeésticos (KOENIG, 2012). Em estudo
recente, Nazemi et al. (2011) relataram a prevaléncia de 35,4% de linhagens
de E. coli detentoras do gene aatA isoladas de humanos com infecg&o urinaria,
mostrando, também, que o gene aatA esta envolvido em infecgbes extra-
entéricas em humanos. No entanto ndo ha, dentre a literatura consultada,
registros de identificacdo de linhagens E. coli EAEC em gatos. Porém, os
resultados do presente estudo alertam que essa espécie doméstica pode servir
como portadora assintomatica de estirpes da classe diarreiogénica de E. coli

envolvida em infec¢des entéricas e extraentéricas em humanos.
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C. perfringens sao bactérias anaerobicas, comensais do trato
gastrintestinal de humanos e animais. Essa espécie apresenta cinco tipos de
toxinas (A-E), com destaque para C. perfringens tipo A, uma vez que é
reconhecido como um dos principais agentes causadores de toxinfecgdes
alimentares em humanos (MURRAY et al., 2010), bem como diarreia e
gangrena gasosa (CAMPOS e TRABULSI, 1999). Em cées e gatos, o impacto
de C. perfringens como patégeno primario de diarreia ainda n&o esta
totalmente esclarecido, embora tenha sido descrito como causa de diarreia
(autolimitante a grave) e enterite necrotica hemorragica (SILVA e LOBATO,
2015).

No presente estudo foram identificadas 86 (43%) linhagens de C.
perfringens tipo A nas fezes dos gatos, sem diferenca estatistica entre os
animais de ambientes urbano e rural. Sabshin et al. (2012), em estudo similar
nos EUA, também referiram a prevaléncia de C. perfringens A em 50% dos
gatos amostrados. O elevado percentual de isolamento de C. perfringens
nesses estudos reforca a preocupacado dos profissionais de saude no que
tange ao risco de transmissdo de patdogenos entéricos de gatos, sem sinais
entéricos, para os humanos.

Além das toxinas A-E (consideradas principais), C. perfringens pode
produzir outras 15 toxinas conhecidas, incluindo a toxina beta 2, uma potente
enterotoxina, também relacionada com enterite necrética (NetB) [POPOFF e
BOUVET, 2013]. A toxina beta 2 atua como fator de viruléncia adicional em
linhagens de C. perfringens, responsavel por disturbios gastrintestinais em
animais, como a enterite necrotizante de leitdes e a enterocolite equina
(GIBERT et al., 1997). Em humanos, a toxina beta 2 esta envolvida em quadros
de intoxicacdo alimentar e diarreia associada ao uso prolongado de
antimicrobianos (VAN ASTEN et al., 2010).

No presente estudo, o gene cpb, codificador da toxina beta 2, foi
identificado em 21(24%) linhagens de C. perfringens tipo A (10 em animais de
ambiente urbano e 11 em gatos de ambiente rural). Estudos recentes, no
Brasil, revelaram a prevaléncia do gene cpb; entre 10 e 30% das linhagens de
C. perfringens A isoladas de caes e gatos (SILVA e LOBATO, 2015). A
deteccdo de estirpes beta 2 (toxigénicas) de C. perfringens em gatos sem
sinais entéricos gera reflexos no contexto de Saude Publica, principalmente em
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razdo da alta resisténcia ambiental e capacidade infectante do patdgeno,
particularmente para individuos imunossuprimidos ou hospitalizados.

A enterotoxina de C. perfringens apresenta atividade letal, citotéxica e
enterotoxica, referida em quadros de diarreia em suinos, bovinos, equinos,
ovinos, aves e cédes (MEGID, 2016a). Em humanos, a enterotoxina de C.
perfringens é responsavel por varias manifestagdes gastrintestinais, incluindo
intoxicagdo alimentar por C. perfringens A (LAHTI et al., 2008), diarreia
associada ao uso prolongado de antimicrobianos (ABRAHAO et al., 2001) e
casos de diarreia nosocomiais (WATANABE et al., 2008).

No presente estudo foi identificada uma (1%) linhagem de C. perfringens
A detentora do gene cpe em gato de ambiente rural. Quenn et al. (2012), nos
EUA, também referiram uma estirpe de C. perfringens detentora do gene cpe
em gatos domésticos sem diarrieia e nove linhagens em gatos diarreicos. No
entanto, ainda s&o escassos os estudos que investiguem a presenca de
linhagens enterotoxigénicas de C. perfringens em gatos sem sinais entéricos,
dificultando predizer o impacto dessa espécie doméstica como carreadora de
isolados de C. perfringens enterotoxigénicos.

C. difficile é uma espécie fastidiosa do género Clostridium. E
considerada altamente patogénica para humanos e, ocasionalmente, para
animais domeésticos (MARKS et al., 2011). Em humanos, C. difficile causa
principalmente infec¢gdes nosocomiais e, comumente, esta envolvido em casos
de diarreia associada ao uso prolongado de antimicrobianos (BEAUGERIE et
al., 2003; RUPNIK et al., 2009). As linhagens patogénicas de C. difficile
produzem as toxinas A e B, codificadas respectivamente pelos genes fcdA e
tcdB, além da toxina binaria (CDT) [RUPNIK et al., 2009, HUSSAIN et al., 2015]
e estdo relacionados com certos ribotipos do micro-organismo (SCHNEEBERG
et al., 2012). Isolados do micro-organismo que nao produzem essas toxinas
sdo considerados n&o patogénicos e, em geral, ndo estdo associados ao
estabelecimento de doenga clinica (SHIELDS et al., 2015).

Na ultima década, tem sido objeto de preocupacao o estudo de animais
de companhia (caes e gatos) e de produgéo (equinos, suinos e bovinos) como
potenciais reservatérios e fontes de infecgdo de C. difficile para humanos
(SONGER e ANDERSON, 2006; HAMMIT et al., 2007). No entanto, a diarreia
associada ao C. difficille em cées e gatos é incomum, e a real participagao
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desse micro-organismo como enteropatdgeno nessas espeécies ainda nao esta
totalmente esclarecida (SCHNEEBERG et al., 2012; WETTERWIK et al., 2013),
apesar da preocupagao em Saude Publica (ACHA e SZYFRES, 2003).

Estudos em diferentes paises descreveram C. difficile nas fezes de
gatos domésticos sem diarreia, variando de 2 a 39% (BORRIELLO et al., 1983;
O'NEILL et al., 1993; SCHNEEBERG et al., 2012). No presente estudo foram
identificadas cinco (2%) linhagens de C. difficile, das quais trés em gatos de
ambiente rural e duas em gatos de ambiente urbano. Uma das linhagens,
identificada em gato de ambiente rural, foi classificada como toxigénica, com
base na detecgdo dos genes fcdA e tcdB. Em estudo similar, Koene et al.
(2011), na Alemanha, também descreveram que a maioria dos isolados
originados de animais domeésticos pertenciam aos ribotipos 010 e 039,
considerados nao toxigénicos. No entanto, em estudo similar também na
Alemanha, Schneeberg et al. (2012) reportaram isolamento de cinco (3,7%)
linhagens de C. difficile em 135 gatos amostrados. Duas linhagens foram
classificadas como ribotipos 014 e duas como 045, ambas toxigénicas,
enquanto um isolado pertencia ao ribotipo 039 (nao toxigénico).

A participagcdo dos animais domésticos como reservatorios e
transmissores de C. difficile para humanos ainda é objeto de estudo. Nao ha
relatos, na literatura consultada, do envolvimento direto de gatos domésticos
como transmissores desse enteropatdégeno para humanos. Porém, com os
avancos das técnicas de biologia molecular, varios estudos tém sido
conduzidos com intuito de investigar e caracterizar o potencial patogénico de
estirpes de C. difficile de origem animal (SILVA, 2014), comparando a
capacidade toxigénica de estirpes isoladas de animais com as identificadas em
humanos. Ademais, alguns estudos recentes indicaram novos conceitos na
epidemiologia das infecgbes causadas por C. difficile, devido ao
desenvolvimento da doenga em individuos ndo hospitalizados ou sem histérico
do uso prolongado de antimicrobianos (SAMIE et al., 2008). Neste contexto, a
identificacdo de isolados toxigénicos e n&o toxigénicos de C. difficile nos gatos
do presente estudo alerta que essa espécie doméstica possa servir como
carreadora assintomatica de isolados de C. difficile patogénicos para humanos,
potencializado pelo estreito contato dos humanos com seus animais de

companhia.
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R. equi sao bactérias oportunistas associadas a graves infeccgbes
piogranulomatosas em humanos e animais. O micro-organismo esta
amplamente distribuido no ambiente e no solo, particularmente nas fezes de
potros e outros animais de produgéo (bovinos, suinos), transitanto, de modo
intermitente, pelo trato intestinal desses animais (PRESCOTT, 1991). No
entanto, até o momento, ndo ha descricdo do isolamento de R. equi das fezes
de gatos, apesar de registros do patégeno causando linfadenite, abscessos e
pneumonia em felinos domésticos (GREENE e PRESCOTT, 2012; RIBEIRO e
VARGAS, 2016).

No presente estudo foi observado isolamento incomum de sete
linhagens de R. equi nas fezes dos 200 gatos amostrados. Nao ha registros,
dentre a literatura consultada (PRESCOTT, 1991; GREENE e PRESCOTT,
2012; RIBEIRO e VARGAS, 2016), de isolamento da bactéria das fezes de
gatos domeésticos, com ou sem sinais entéricos, destacando o ineditismo deste
resultado. No presente estudo, as sete linhagens de R. equi foram isoladas
exclusivamente de gatos de ambiente rural, com diferenca estatistica (p=0,01)
quando comparado aos gatos de ambiente urbano, fato que poderia ser
justificado, em parte, pelo maior contato destes com o ambiente de criagéo de
equinos e bovinos. A presengca do micro-organismo no solo de fazendas e,
eventualmente, nas fezes de animais de producédo, somado ao habito de auto-
limpeza dos felinos e ao comportamento territorial da espécie com amplo
acesso ao ambiente das fazendas poderiam favorecer a ingestdo e a
consequente eliminagao do patdgeno pelas fezes. Digno de nota, também, que
a utilizacdo do meio seletivo CAZ-NB provavelmente foi determinante para o
sucesso do isolamento de R. equi, uma vez que tem sido considerado eficaz no
isolamento da bactéria de material fecal de equinos e suinos ou outros
espécimes clinicos contaminados (MUSCATELLO et al.,, 2007; LARA et al.,
2015).

A patogenicidade de R. equi esta relacionada com a presenga de
marcadores de viruléncia de origem plasmidial, classificadas em virulentas
(VapA), de viruléncia intermediaria (VapB), “tipo bovino” (VapN) e avirulentas
(RIBEIRO e VARGAS, 2016). As linhagens VapA tém sido identificadas em
potros e pacientes humanos com Aids. As estirpes VapB s&o identificadas
principalmente na linfadenite em suinos e em humanos com Aids (HINES et al.,
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1997; TAKAI, 1997; LETEK et al., 2008; RIBEIRO e VARGAS, 2016). Em
2015, um terceiro tipo de viruléncia denominado VapN, foi identificado em
bovinos e humanos (com e sem Aids) [VALERO-RELLO et al.,, 2015]. As
linhagens que ndo s&o agrupadas no perfil de viruléncia supracitado sao
denominadas avirulentas, encontradas no solo, fezes de animais domésticos
(principalmente em criatérios de equinos) [HINES et al., 1997; TAKAI, 1997],
fezes de humanos (LINDER, 1997) e em solo (areia) de parques e pragas de
entreterimento humano (FERNANDES et al., 2013).

No presente estudo, as sete linhagens de R. equi isoladas dos felinos
amostrados foram consideradas avirulentas, ou seja, ndo apresentaram os
genes vapA, vapB ou vapN. No Brasil e em outros paises, estirpes avirulentas
do micro-organismo tém sido identificadas na rodococose em humanos, com e
sem Aids (RIBEIRO e VARGAS, 2016), a exemplo dos estudos conduzidos por
Takai et al. (1994) no Japao, Takai et al. (2002) na Tailandia e Ribeiro et al.
(2011) no Brasil. Nesses pacientes com rodococose, com e sem Aids,
acometidos por estirpes avirulentas, a patogenicidade de R. equi pode ser
atribuida a presenga de outros mecanismos de viruléncia do patégeno como
capsula, constituintes da parede bacteriana (acido micolico) e producédo de
exoezimas (fosfolipase C, colesterol oxidase), além da resisténcia aos
antimicrobianos convencionais (PRESCOTT, 1991; TAKAI, 1997).

A identificagdo de linhagens de R. equi em fezes de gatos domésticos
sem sinais entéricos gera preocupacao no contexto de Saude Publica, uma vez
que ha descricdo de rodococose humana por linhagens avirulentas do
patogeno, particularmente em individuos imunossuprimidos, com ou sem Aids,
ou com debilidade orgénica causada por diferentes afeccdes.

Salmonella  spp. sdo bactérias intracelulares, relacionadas
principalmente a toxinfecgbes alimentares em humanos (ACHA e SZYFRES,
2003; TRABULSI et al., 2004; DONNENBERG, 2010). O micro-organismo pode
ser eliminado, de maneira esporadica, nas fezes de animais domésticos com
ou sem sinais entéricos (GREENE, 2012). No presente estudo, n&o foi
identificada nenhuma linhagem de Salmonella spp. nas fezes dos gatos
amostrados. De maneira similar, outros autores também tém relatado auséncia
de isolamento mesmo ou baixa prevaléncia do micro-organismo nas fezes de
gatos domeésticos sem diarreia (HILL et al., 2004; VAN IMMERSELL et al.,
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2004; SABSHIN et al., 2012). No entanto, em razdo da patogenicidade das
salmonelas para animais domésticos e humanos e do risco de eliminagao fecal,
ainda que em animais assintomaticos (ACHA e SZYFRES, 2003), esse
patdogeno deve sempre ser considerado no diagnostico de agentes entéricos
em animais de produgéo e de companhia, com e sem sinais entéricos.

As associagoes entre E. coli e C. perfringens A e E. coli e C. perfringens
A cpb," (beta 2 toxigénico) foram as principais coinfecgdes observadas nos
gatos amostrados. Embora nenhuma associacdo entre os agentes ou
ambientes estudados, tenha apresentado diferenga significante, & reconhecido
na literatura a importancia da avaliagdo das coinfecgbes, posto que os
patogenos entéricos podem colonizar de maneira combinada, de modo
subclinico, o trato intestinal de animais de companhia e, aliado a certos fatores
predisponentes, como quadros de imunossupressdo, ocasionalmente
desenvolvem afecg¢des entéricas.

Os estudos que envolvem a identificagdo de enteropatdogenos de
potencial zoonotico em gatos domésticos ainda sdo escassos e, em sua
maioria, estdo restritos a abordagem de somente um patdégeno. Ainda, nao
tem-se observado preocupacido em identificar a procedéncia, rural ou urbana,
dos gatos. A presenca de E. coli, Clostridium spp. e R. equi em amostras
fecais de gatos, sem sinais entéricos, indica que essa espécie doméstica é
portadora assintomatica de micro-organismos patogénicos, representando risco
de infec¢do para humanos que mantém contato proximo com esses animais ou
seu ambiente de criagao, particularmente para grupos de maior vulnerabilidade
como criangas, idosos, portadores de doencas debilitantes e/ou com algum
grau de imunossupressdo. Além disso, certas diferengcas encontradas na
identificacdo desses patégenos em gatos de ambiente urbano ou rural sugerem
variagbes quanto ao risco de transmissao desses micro-organismos para
humanos, de acordo com as peculiaridades de criacdo desses animais nas
cidades e em fazendas.

A presenca de diferentes patdogenos nas fezes de gatos domeésticos,
sem sinais entéricos, alerta para a necessidade de conscientizacdo da
populacdo em geral pelos profissionais da saude, acerca do potencial
zoonotico desses micro-organismos, principalmente em virtude do contato cada

vez mais estreito dos humanos e animais de companhia, especialmente gatos.
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8. CONCLUSOES

v A identificagdo de E. coli, C. perfringens, C. difficile e R. equi nas fezes
dos felinos amostrados reforgca os riscos dessa espécie animal como
carreadora de patdégenos de eliminagao fecal para humanos e outros

animais;

v' A deteccdo dos genes eae e escN nas linhagens de E. coli denota
preocupagao em Saude Publica, visto que esses fatores de viruléncia
s&o encontrados na classe enteropatogénica (EPEC), indicando que
gatos podem albergar, de modo subclinico, e eliminar pelas fezes
linhagens de E. coli relacionadas a enterite em humanos,

particularmente em criangas e individuos imunocomprometidos;

v A detecgdo dos genes six1 e stx2 indicam o potencial de gatos
domeésticos, sem sinais entéricos, como carreadores de linhagens
verotoxigénicas de E. coli, relacionadas a doengas entéricas e extra-

entéricas em humanos;

v" A detecgdo dos genes ipaH e aatA nos isolados de E. coli dos gatos
denota o potencial patogénico dessas linhagens para humanos, em
razao da relagcdo desses marcadores de viruléncia, respectivamente,
com estirpes EIEC e EAEC;

v A identificagdo genes codificadores de enterotoxina e de toxina beta 2
nos isolados de C. perfringens A indica que os gatos podem carrear, de
modo assintomatico, clostridios toxigénicos para animais domésticos e

humanos.
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v' O isolamento de linhagens toxigénicas e nao toxigénicas de C. difficile
nos gatos amostrados, alerta para a capacidade desses animais de
albergar bactérias de reconhecida patogenicidade para humanos,
apesar de ainda nado totalmente elucidado o impacto dos gatos na
epidemiologia das infecgdes por C. difficile em humanos;

v" O isolamento de linhagens de R. equi nos gatos amostrados, cujo perfil
de viruléncia plasmidial foi investigado (avirulento) é inédito na literatura
consultada e confirma o potencial patogénico dessa espécie animal,
como carreadora do patdégeno pelas fezes, particularmente para
individuos acometidos pelo virus da Aids e que residem em ambiente

rural.
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ANEXO 1
QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO
Dados do animal:
Nome: Espécie: Identificagéo:
Raga:___ Idade: Sexo:

Ambiente: | | Urbano | | Rural
Acesso a rua |_ﬂ Sim ’_‘ MNao

Contactantes.
Cao D Bovino . Qutros
Felino [ ] Aves
Equino _ Suino
‘acinagao. Sim Nao Mao sabe
Vermifugacao! Sim Mao Mao sabe
Obs:
Dados do proprietario:
Nome:
Endereco:

Telefone:
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ANEXO 2

FUNDACAO UNI

AVENIDA MARIO SARTOR N° 52 — DISTRITO INDUSTRIAL - BOTUCATU - SP - 18608-845
CNPJ 02.500.002/0001-75

EIDIRETORIA@FUNDACAOUNLORG, BR

78 (14) 3815-3133/3814-0167

Oryanizagdo Social

DECLARACAO

Declaro que tenho ciéncia e autorizo o Projeto de Pesquisa “Ocorréncia de patégenos de
origem bacteriana e viral, e marcadores de viruléncia de Escherichia coli e Rhodococeus equi
isolados das fezes de felinos domésticos de ambiente wrbano e rural”, a ser desenvolvido pela
pesquisadora CAROLINA LECHINSKI DE PAULA, sob a orientacdo do Prof. Dr. Mircio
Garecia Ribeiro, junto a esta entidade.

Declaro que conhego, cumprirei e farei cumprir os requisitos da Resolugio
466/12 e suas complementares e como esta Instituigio tem condigdes para o desenvolvimento deste

Projeto, autorizo sua execugo.

Por ser verdade, firmo o presente.

Botucatu, 20 de outubro de 2014.

Prof* Dr* Marlateth Aparecida Santini de Almeida

Diretora Cientifica
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ANEXO 3

-, '
é‘%v UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA 5 ’t/\ meZ - unesp

] WOLIO DE MESQUITA FILHO™
une S p Facuidade de Medicina Velorindria ¢ Zootechia
Campus de Bolucatu

ATESTADO

Atesto para os devidofs fins, que o Projeto de Pesquisa “Ocorréncia
de patdégenos de origem bacteriana e viral, e marcadores de
viruléncia de Escherichia coli e Rhodococcus equi isolados das
fezes de felinos domésticos de ambiente urbano e rural”
Protocolo n© 169/2014 - CEUA, do Professor Marcio Garcia Ribeiro, a
ser conduzido por Carolina Lechinski de Paula, desta Faculdade,
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) desta
Faculdade.

Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnig;~em 10 de outubro de

2014.

o~ 7%
4

S
Profa.Ass.Dra. Maria Lacia Gomes Lourengo

Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu



