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RESUMO

Este estudo visou identificar bioquimicamente quais
espécies de Campylobacter que acometiam 100 gatos com e 100 gatos
sem diarréia, verificando suas frequéncias de isolamento e estabelecendo
padrées de concentracbes inibitérias minimas (MIC) frente a 7
antimicrobianos. O agente foi isolado através de semeadura por filtragao
(TF) e semeadura direta em meio de BUTZLER (MB), ambos incubados
por 72 horas em microaerofilia, sendo o TF a 37 °C e o MB a 43 °C. Para
o MIC, foi utilizado o método de diluicbes em meios solidos.

A frequéncia de isolamento, foi estabelecida pelos limites de
95% de confianga para a proporcédo de ocorréncia complementada com o
teste teste de Goodman para contrastes entre e dentro de populagdes
binominais. Todas as comparagdes foram realizadas no nivel de 5 % de
significancia.

Foram isoladas 7 estirpes de Campylobacter no grupo dos
animais com diarréia e 5 estirpes no grupo sem diarréia, verificando que
nao ha diferencas significativas entre as freqiéncias de isolamento nos
dois grupos de animais estudados (p>0,05).

Através da classificagdo por comportamento bioquimico,
foram isoladas no grupo dos animais com diarréia 4 estirpes de C. jejuni,
2 de C. upsaliensis, 1 de C. coli e dos gatos sem diarréia, 2 estirpes de C.
Jejuni, 2 de C. lari, 1 de C. upsaliensis.

O resultado do MIC permite recomendar os seguintes
farmacos para utilizacdo na terapéutica da Campilobacteriose entérica:
eritromicina, enrofloxacina e gentamicina.

Palavras—chave: Campylobacter, Diarréia, Gatos, Sensibilidade,

Zoonoses, Antimicrobianos.



ABSTRACT

This study aimed at identifying biochemically which species
of Campylobacter attacked 100 cats with and 100 cats without diarrheia,
verifying its frequencies of isolation and establishing standards of
minimum inhibitory concentrations ( MIC) in face of 7 antimicrobials that
make possible the therapeutical use. The agent was isolated through
sowing for filtration (TF) and direct sowing in BUTZLER( MB) mean,both
incubated for 72 hours in microaerophilia, being TF at 37° C and MB at
43° C. For the lineages sensitivity, the method of dilutions in solid means
was used.

The isolation frequency was established by assurance limits
of 95% for the occurrence ratio and the association with both groups was
evaluated by means of Goodman test for contrasts between and inside
binomial populations. All the statistical discussions will be carried out at
5% of significance level.

Seven strains of Campylobacter were isolated from with
diarrhea animals group and five strains without diarrhea animals group,
no statistical difference was observed between the frequencies of isolation
in the two groups of studied animals(p>0,05).

By biochemical tests the Campylobacter isolates were
identified from group with diarrheia, being 4 strains as C. jejuni, 2 as C.
upsaliensis, 1 as C. coli and from cats without diarrheia, Campylobacter
was isolated from 2 strains identified as C. jejuni, 2 as C. lari, 1 as C.
upsaliensis.

The result of the MIC allows to recommend the following
antimicrobial drugs for the therapeutical use of enteric Campylobacteriose:

erithromicin, enrofloxacin and gentamicin.

Key words: Campylobacter, Diarrhea, Cats, Sensitivity,

Zoonoses, Antimicrobial.



1. INTRODUGAO

Nos ultimos anos, as bactérias da  familia
Campylobacteriaceae vem sendo estudadas com o propdésito de elucidar
quais espécies do género Campylobacter sdo causadores de doencas
para os animais de companhia e seres humanos.

A maioria das infecgdes por Campylobacter possui carater
zoonotico e os mecanismos de transmiss&o ocorrem através do contato
direto com animais domésticos ou através do consumo de subprodutos
comestiveis de origem animal contaminados pelo microrganismo.

As bactérias do género Campylobacter tem sido apontadas
como causadora de gastrenterite nos gatos e seres humanos,
acarretando sintomas clinicos como febre, dor abdominal, diarréia e
vémito ocasional.

Durante a década passada, o microrganismo Campylobacter
Jejuni tornou-se reconhecido como causador de gastroenterite bacteriana
aguda em muitos paises desenvolvidos. O organismo é comumente
encontrado como participante da flora intestinal dos animais de sangue
quente, dentre eles, o gato.

Os gatos podem atuar como portadores de Campylobacter,
independente da presenga ou nao de diarréia, podendo ocorrer tanto em
gatos jovens como em adultos, mas com maior incidéncia em gatos
jovens, que podem excretar o microrganismo para 0 meio ambiente,
constituindo desta forma, uma importante fonte de infecgdo para o
homem.

Os gatos que sé&o criados em abrigos publicos, onde a
densidade populacional é alta, as condigdes higiénico-sanitarias do
ambiente precarias e exposicdo dos mesmos a alimentos e agua
contaminados, apresentam altas taxas de isolamento de Campylobacter.

Nos paises desenvolvidos, o Campylobacter jejuni € uma
das principais causas de diarréia, sendo muito mais baixa a frequéncia de
portadores assintomaticos. Em nosso meio e em paises com condi¢cdes

socio econdmicas semelhantes, a bactéria € encontrada entre 10% - 35%



das criancas, apresentando sinais clinicos da enfermidade ou nao. As
altas taxas de individuos assintomaticos parecem estar relacionadas com
a presenca de anticorpos seéricos que surgem em consequéncia de
infeccbes repetidas devido viverem em condigdes higiénicas
insatisfatérias, mantendo estreito contato com animais de companhia ou
pela ingestdo de agua e alimentos contaminados.

A campilobacteriose na espécie humana pode acometer
qualquer individuo mas, ocorre com maior frequéncia, em criangas com
até 5 anos de idade, pessoas idosas e individuos imunocomprometidos;
representando desta forma, uma importante causa de morbidade e
mortalidade.

Em criangas, o contato com cées e gatos de estimagao com
quadro de diarréia constitui um importante risco adicional.

A conscientizagdo da populacdo e das autoridades sobre o
perigo que o Campylobacter spp representa para a Saude Publica, séo
essenciais para que as pessoas comecem a tomar medidas preventivas

contra este patégeno.
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2. REVISAO DA LITERATURA

O primeiro relato de que se tem noticia sobre o género Vibrio
ocorreu em 1773, quando MULLER, citado por LEDERLE (1963),
observou em agua potavel microrganismos com movimentos tipicos de
vibrido. Em 1884, KOCH, citado por LEDERLE (1963), descreve, no Egito,
que o vibrido isolado por ele de pacientes humanos era o agente da
céblera asiatica.

Em meados de 1963, houve a mudanga taxonbmica do
género Vibrio, em virtude das diferentes caracteristicas de molaridade na
relagédo citosina-guanina, o que justificou a criagdo de um grupo a parte,
denominado Campylobacter (SEBALD &VERON, 1963).

O género Campylobacter (do grego: Kampylos, encurvado;
bacter, bactéria) (FERNANDES,1999), é formado por bacilos gram-
negativos, delgados, curvos, contendo um unico flagelo em uma das
extremidades, espiralados ou em forma de S. Quando observados ao
microscopio de campo escuro, eles apresentam movimentos
caracteristicos de "cambalhota". Estas bactérias geralmente crescem em
temperaturas de 37°C a 45°C (QUINN et al. 1994).

Por serem bactérias microaerdfilas, necessitam de
concentracdes de oxigénio entre 3 e 15 % para crescerem nos meios de
cultivo. Seu tamanho varia entre 0,5 ym a 5um de comprimento por 0,2
pm a 0,5um de largura, podendo ser filtradas em membrana de acetato de
celulose com didametro de 0,65 pym, o que permite semear amostras
suspeitas livres de contaminantes bacterianos (KRIEG & HOLT, 1984).

O Campylobacter jejuni ndo possui fimbrias, porém tem-se
demonstrado que o flagelo e a estrutura de membrana lipopolissacaridea
(LPS) atuam como adesinas, o que permite a adesao da bactéria a célula
epitelial e a mucosa. A forma curvo-espiralada e o movimento tipico de
“saca-rolha” do Campylobacter, como também a atragcao quimiotatica que
0 muco exerce sobre a bactéria, facilitam o contato desta com o epitélio
do intestino (FERNANDEZ, 1999).
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Campylobacter jejuni esta distribuido mundialmente,
encontrando-se na maioria das aves e mamiferos, incluindo animais
utilizados na produgdo de alimentos, tais como aves, bovinos, ovinos e
suinos. Também os cdes e gatos, podem transmitir a doenca aos
humanos. Mais de 13 espécies de Campylobacter tem sido descritas na
literatura, mas apenas algumas sao consideradas patogénicas para os
animais de estimagao, dentre eles, o gato (BLASER, 1997).

A infecgdo por Campylobacter jejuni pode ocorrer em
qualquer época do ano, sendo que 0 pico maior ocorre nos meses de
verdo e outono (BLASER, 1997) e com maior incidéncia em animais
jovens (BURNENS et al., 1992).

O Campylobacter spp € encontrado na membrana mucosa
do trato reprodutivo, no trato intestinal e na cavidade oral dos animais e
seres humanos (CARTER et al., 1995).

As espécies de Campylobacter estao presentes em
ambientes com excesso de umidade, em colegbes de agua, no trato
gastrintestinal de animais domésticos e selvagens e em alimentos de
origem animal. A principal espécie de interesse causadora de enterite em
gatos é o Campylobacter jejuni, embora ele ndo se multiplique no meio
ambiente, pode sobreviver por longos periodos em agua e resistir a
baixas temperaturas (J. SMALL ANIM. PRACT.,1998). O microrganismo
Campylobacter spp pode sobreviver por semanas nas fezes, urina, leite e
agua a 4°C, mas sao viaveis por poucos dias a 25°C (BLASER, 1980). A
temperatura 6tima de crescimento do microrganismo é em torno de 42°C,
0 que explica a prevaléncia de Campylobacter spp nas aves domésticas e
selvagens (FOX, 1991).

Notaveis caracteristicas do Campylobacter jejuni sdo o
periodo de laténcia de 1 a 7 dias se comparado com outras bactérias e a
diarréia causada pelo mesmo, usualmente, ocorre entre 2 a 7 dias. A
bactéria passa de 2 semanas a 3 meses no hospedeiro antes de ser
eliminada sem qualquer tratamento com antibiéticos. O mecanismo da

diarréia causada pelo Campylobacter jejuni € ainda pouco esclarecido,
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apesar de que ha muitos estudos que revelam a produgcdo de potentes
toxinas pela bactéria (DAIKOKU et al., 1990).

Uma vez que a bactéria tenha penetrado no sistema
digestivo do gato, o microrganismo invade a mucosa do trato intestinal,
podendo causar enterocolite superficial erosiva, congestdo do intestino e
ulceragdo, resultando em hematoquesia. A diarréia aquosa que
acompanha esta condigdo, usualmente contém muco com ou sem sangue
(MC DONOUGH, et al. 1996). Tanto o Campylobacter jejuni como coli,
causam infecgcdo, porém, entre estes dois, Campylobacter jejuni é
responsavel por 90% das infecgbes. Além dessas espécies, tem sido
descritas como novo agente causador da diarréia, o Campylobacter
upsaliensis, causadora de infecgbes alimentares ( SKIRROW 1980).

SANDSTER & URSING (1991), descreveram Campylobacter
upsaliensis como sendo uma espécie atipica, fracamente catalase-
positiva.

A maioria das infecgbes pelo Campylobacter spp possui
carater zoonotico e estd associada com o consumo de alimentos
contaminados e contato com animais que estejam eliminando o
microrganismo (ALTEKRUSE et al., 1994; BUZBY et al., 1997). Alguns
estudos indicam que acima de 45% dos gatos clinicamente normais,
albergam o microrganismo Campylobacter como comensal em seu
organismo e eliminam em suas fezes. Quando a campilobacteriose
ocorre, o organismo pode ser eliminado durante semanas ou até meses.
A prevaléncia é baixa em gatos adultos, mas € alta em animais com até 6
meses de idade (MC DONOUGH, et al. 1996). A alta prevaléncia de gatos
jovens estarem mais suscetiveis a colonizacdo intestinal pelo
Campylobacter jejuni, pode ocorrer, devido a infecgdo concomitante com
outros enteropatdégenos (Vermes, Giardia, Isospora sp) e também através
do stress, higiene precaria, intervengdes terapéuticas e exposicdo dos
mesmos a alimentos crus ou mal cozidos tais como figado, visceras,
peixe, leite, além de agua contaminada e transmissao fecal-oral (FOX et
al., 1983; BURNENS et al. 1992).
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Segundo (BURNENS et al. 1992), um estudo feito em gatos
para analisar a associagao entre o estado de portador do Campylobacter
e da doenga gastrentérica nesta espécie, ndo mostrou significancia no
grupo estudado.

Gatos adultos pertencentes a domicilios urbanos,
geralmente possuem wuma baixa prevaléncia de infeccdo pelo
microrganismo Campylobacter, em contraste com o0s que vivem em
abrigos publicos, onde a frequéncia de isolamento varia de 21% a 29%
dos gatos diarréicos, comparado com 4% dos gatos clinicamente
saudaveis. As taxas de isolamento do microrganismo nas fezes de gatos
adultos com e sem diarréia, variam de 0% a 50% ( FOX, 1998).

Taxas de portadores entre 6% a 45% tem sido registradas
em animais de rua e de abrigos publicos. Em infecgao experimental,
houve doenga clinica em apenas alguns animais com o microrganismo
Campylobacter jejuni (PRESCOTT & KARMALI, 1978), frequentemente
isolado de gatos com diarréia, e estes por sua vez, sio considerados
fontes de infecgao para os seres humanos (SKIRROW, 1994).

O isolamento do Campylobacter spp e sua associagcdo com
as enteropatias ocorreram a partir da década de setenta, com o
desenvolvimento dos meios de cultura seletivos e das técnicas de filtracao
(DEKEYSER et al. 1972). Estas técnicas possibilitaram eliminar o
antagonismo competitivo de microrganismos indesejaveis, que podem
multiplicar-se  mais rapidamente que o  Campylobacter e,
consequentemente, interferirem no isolamento do  agente
(LUECHTEFELD & WANG, 1982).

DEKEYSER et al. (1972), foram os primeiros pesquisadores
que obtiveram sucesso no isolamento de Campylobacter empregando
técnicas de filtragdo. BUTZLER & SKIRROW (1979), desenvolveram um
meio de cultura seletivo contendo diferentes antimicrobianos e
aminoacidos, os quais ndo so impediam o crescimento de contaminantes

como, também, estimulavam a multiplicagdo do Campylobacter.
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BURNENS et al. (1992), comparando o isolamento do
microrganismo através do meio seletivo, filtracdo e cultura em agar
sangue, cultivaram amostras fecais de 203 filhotes de gatos, dos quais 35
eram assintomaticos. Através da técnica do meio seletivo, 43 linhagens de
Campylobacter jejuni foram isoladas, 32 (74%) destas linhagens foram
também isoladas pela filtragdo em agar sangue. Em 112 casos de
Campylobacter upsaliensis, foram isolados respectivamente 17 (15%), em
meio seletivo, 82 (73%) em meio seletivo e filtragcdo em agar sangue e 13
(12%) apenas em agar sangue.

Dois estudos realizados nos Estados Unidos, com gatos
oriundos de abrigos publicos, mostraram que um apreciavel numero de
gatos excretavam Campylobacter jejuni em suas fezes. No primeiro
estudo, a taxa de isolamento do microrganismo nos gatos foi de 14% de
107 e no segundo estudo, apenas 4% de 112 gatos eliminavam o
microrganismo Campylobacter jejuni em suas fezes. Similarmente, na
Inglaterra, um estudo realizado em 1980, o Campylobacter foi encontrado
em apenas 2 de 93 gatos com diarréia, no entanto, uma pequena nota
publicada na Inglaterra no mesmo ano, indicou que 25 de 56 (45%) gatos
clinicamente normais que cohabitavam com humanos, excretavam
Campylobacter jejuni em suas fezes. A alta taxa de isolamento foi
atribuida ao uso de técnicas de enriquecimento, como meio seletivo
Skirrow's (FOX et al. 1983).

SCARCELLI et al. (1998), relataram que os gatos
posicionaram-se em um experimento como a terceira maior frequéncia de
isolamentos de Campylobacter spp (33%). Resultado semelhante foi
observado por JARAMILLO (1983), que obteve 31,7%, analisando fezes
de gatos errantes aparentemente sadios.

GIFOORD et al. (1985), estudaram a frequéncia de
isolamento de Campylobacter jejuni em amostras fecais de 430 gatos
domeésticos, observando que muitos eliminavam o microrganismo sem
apresentar quadro de diarréia ou qualquer outro sintoma. Foi observado

que o microrganismo pode ser albergado tanto em gatos jovens como em
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adultos. Campylobacter jejuni, foi isolado de um gato com 30 dias de
infeccdo demonstrando enterite necrotizante focal, alveolite pulmonar e
hipocelularidade da medula 6ssea, conforme diagndstico histolégico.

DENNIS et al. (1993), realizaram um estudo em 14 gatos
puberes e ndo puberes por um periodo de 5 anos, apresentando quadro
de colites plasmocitica e linfocitica. Observaram em 11 gatos quadro de
diarréia, que na cultura bacteriologica das fezes, apresentaram resultado
positivo para Campylobacter spp. Observaram na endoscopia que o colon
dos gatos apresentava petéquias e hiperemia devido ao processo
inflamatdrio. Sete gatos com registro de anormalidades na mucosa,
apresentavam na mesma, em exame histologico, severa colite.

O género Campylobacter € reconhecido como uma das
causas mais comuns de diarréia em humanos em todo o mundo
(BUTZLER& SKIRROW, 1979).

NACHAMKIN (1997), revisando aspectos microbiologicos de
Campylobacter isolado de seres humanos, faz as seguintes ponderagdes
sobre os membros da familia Campylobacteraceae: Campylobacter jejuni
subespécie jejuni, Campylobacter coli, Campylobacter upsaliensis,
Campylobacter  lari,  Campylobacter  fetus  subespécie  fetus,
Campylobacter  cryaeriphila e Campylobacter  butzeli  sao
reconhecidamente  patogénicos para humanos. As  espécies
Campylobacter jejuni subespécie doylei, Campylobacter hyointestinalis,
Campylobacter curva, Campylobacter jejuni subespécie doylei,
Campylobacter hyointestinalis, Campylobacter rectus, Campylobacter
concisus, Campylobacter —mucosalis, Campylobacter gracilis e
Campylobacter sputorum séao reportados em seres humanos, porém sua
patogenicidade é incerta.

As espécies Campylobacter fetus subespécie venerealis,
Campylobacter hyointestinalis subespécie lawsonii, Campylobacter
hyoilei, Campylobacter helveticus e Campylobacter showae sao

apatogénicos para humanos.
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As enfermidades diarréicas constituem um problema de
saude publica no mundo, especialmente em paises em desenvolvimento,
onde o isolamento de Campylobacter aumenta dramaticamente,
representando, desta forma, uma importante causa de morbidade e
mortalidade em criangas menores de 5 anos (MURTAUGH et al., 1984 ;
PEREZ et al., 1988; GUERRANT et al,, 1992). Entre as espécies
importantes do ponto de vista de saude publica, tem sido destacado
Campylobacter jejuni. Esta espécie foi dividida taxonomicamente em duas
subespécies: Campylobacter jejuni e Campylobacter jejuni doylei
(STEELE & OWEN, 1988; HOWEY et al., 1990).

A espécie mais frequentemente associada com a doenca
em humanos é Campylobacter jejuni, e em menor frequéncia,
Campylobacter coli (SVEDHEM & NORKRANS, 1980;
STEINHAUSEROVA et al., 2000). Além dessas espécies, o0
Campylobacter upsaliensis tem sido descrito como novo agente causador
de gastrenterite em caes, gatos e seres humanos. (BURNENS et al.,,
1992; MADEN et al, 1996). Segundo BURNENS et al. (1992) o
Campylobacter upsaliensis foi isolado pela primeira vez em 1983 na
Suécia. O isolamento de Campylobacter upsaliensis de seres humanos
com diarréia (PATTON et al.,1989; GOOSSEN et al., 1991; LAUWERS et
al., 1991) e animais domésticos (SANDSTEDT et al., 1983; FOX et al.,
1989; FIGURA, 1991; LASTOVICA et al., 1991) tem sido frequentemente
relatados.

Um estudo na Australia, registrou que Campylobacter
upsaliensis e Campylobacter jejuni foram encontrados em 11% e 4% dos
gatos respectivamente (BAKER., et al. 1999).

MOSER et al. (2001), em um estudo realizado em 46 gatos,
22 foram considerados positivos para Campylobacter, dos quais atribuiu-
se o isolamento do Campylobacter upsaliensis e Campylobacter
helveticus em 40,9% e 45,5% respectivamente .

MORENC et al. (1993) examinaram amostras de fezes de 68

gatos para isolar o microrganismo Campylobacter através do meio
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seletivo e filtragdo. O género mais comum isolado em gatos foi
Campylobacter upsaliensis (45 de 68 amostras). Estas bactérias tem sido
isoladas em criangas e adultos imunocomprometidos produzindo diarréia
e bacteremia (FERNANDEZ, 1999). A espécie Campylobacter jejuni
subespécie jejuni é efetivamente patogénica para seres humanos e gatos,
sendo potencialmente transmitida ao homem pelos ultimos, por meio da
via oro-fecal. Contudo, a maior fonte de infecgdo para humanos nao sio
os gatos e sim os alimentos derivados de aves (LUECHTEFELD et al.,
1982) e o leite contaminado (DOYLE & ROMAN, 1982).

Acredita-se que pelo menos 5% das infecgbes pelo
Campylobacter em seres humanos, sejam causadas por contato direto
com animais de companhia, sendo esta via de contagio para o ser
humano a segunda mais frequente (SKIRROW,1981). Segundo
(SKIRROW,1991), aproximadamente 6% das campilobacterioses
entéricas tem sido transmitidas pelos animais de estimacéo.

Segundo SVEDHEM & NORKRANS (1980), em um estudo
realizado em 5 gatos com 3 meses de idade apresentando quadro de
enterite, observaram através de amostras fecais que todos eram positivos
para Campylobacter. Verificou-se que a transmissdo deste agente é
possivel através do contato direto destes animais com seres humanos,
principalmente criangas e também, de pessoa para pessoa, incluindo
transmissao perinatal.

CURRAN et. al. (1997), cientificam que a enterite por
Campylobacter é a causa mais comum de gastroenterite em seres
humanos com grande abrangéncia no mundo, sendo a doenca infecciosa
mais frequente na Australia, com 12.158 casos notificados em 1996. No
sul da Australia teve o maior registro de casos notificados com 179 casos
por 100.000 habitantes. Esta enfermidade tem sido relatada em criancas
e adultos que estejam em contato com gatos infectados com ou sem
diarréia, caracterizada por variavel severidade (SKIRROW, 1977;
BLASER et al., 1978; BLASER et al., 1980; BRUCE et al., 1980; MANSER
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et al., 1985; LANDER, 1985,PATTON et al., 1989). Segundo SKIRROW et
al (1980) essa fonte de transmisséao representa cerca de 5% dos casos.

De acordo com (BURNENS et al., 1992; MADEN et al.,
1996, FERNANDEZ, 1999), estas bactérias tem sido isoladas em criangas
e adultos imunocomprometidos produzindo diarréia e bacteremia.

HOPKINS et al. (1984); DEMING et al. (1987); SALFIELD et
al. (1987); GOOSSEN et al. (1990); KAPPERUD et al. (1992) BOURKE et
al. (1998) encontraram correlagéo positiva entre a ocorréncia de infecgao
por Campylobacter em criangas de 0 a 5 anos de idade e presenga de
filhotes de gatos na mesma habitacdo. Os autores sugerem que a falta de
higiene possibilita o contato oro-fecal entre as criangas e os gatos,
propiciando a infecgao.

FERNANDEZ et al. (1994), examinando amostras de fezes
de criangas com diarréia, encontraram taxas de isolamento de 16,3 % de
Campylobacter sp. Neste estudo, foram isoladas as espécies
Campylobacter jejuni e Campylobacter coli biotipos | e Il, ressaltando que
0os mesmos também foram predominantes em estudos de isolamento do
agente em animais.

ALLOS (1997), cientifica que a sindrome de Guillain-Barré é
uma doenga neuroldgica caracterizada por paralisia respiratéria
ascendente, podendo levar a morte. Os sintomas neurolégicos sdo mais
severos quando a sindrome ¢é precedida pela infeccdo através do
microrganismo Campylobacter jejuni. Diversos estudos tém documentado
a alta prevaléncia de anticorpos para Campylobacter jejuni no soro de
pacientes com esta sindrome. Infec¢gdes extra intestinais como
bacteremia, meningoencefalite, artrite purulenta aguda também tem sido
registrados (SKIRROW,1994).

ALTEKRUSE et al. & HELMICK et al.(1994); BLASER
(1997), revelaram que o numero de infecgbes pelo Campylobacter jejuni
em humanos tenha sido estimado entre 2 a 10 milhdes por ano nos
Estados Unidos. Infecgbes pelo Campylobacter jejuni, comumente

resultam em gastroenterite autolimitante, embora em baixa incidéncia,
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colites e septicemia sao registrados, sendo raramente fatais. O niumero de
registros de morte a cada ano causados por Campylobacter sao
estimados de 120 a 360 ocorrendo, em sua grande maioria em criangas,
idosos, individuos debilitados ou imunodeprimidos.

FOX et al. (1983); MURTAUGH et al. (1984); BLASER
(1997), encontraram evidéncias de que estas bactérias possam ser
causadoras de infeccbes entéricas em seres humanos e animais,
podendo, desta forma, acarretar sintomas clinicos como febre, dor de
cabeca, vOmito, diarréia, e raramente, artrites, septicemia e abortos. A
dose infectante requerida para produzir doenga em seres humanos por
Campylobacter jejuni é de aproximadamente 500 microrganismos,
sugerindo ser esta bactéria mais infectante do que a Salmonella, que
requer aproximadamente 10.000 organismos como dose infectante.

NACHAMKIN & BLASER (1997), em estudos laboratoriais,
clinicos e epidemioldgicos, verificaram que o Campylobacter jejuni é
considerado uma das mais importantes causas de infeccbes
gastrointestinais em humanos nos Estados Unidos; superando o género
Salmonella na maioria dos estudos.

ORIST & BROWNING (1982), descreveram as taxas de
isolamento do microrganismo Campylobacter através de amostras fecais
de 56 gatos com diarréia e 61 sem diarréia, verificando que no grupo dos
gatos com diarréia a taxa de isolamento foi 7(12,5%) e no grupo dos
gatos sem sintomatologia foi 2(3%) respectivamente. Através deste
achado, observaram que todas as amostras isoladas revelaram
sensibilidade total a gentamicina, eritromicina, neomicina, estreptomicina,
cloranfenicol, tetraciclina e moderada sensibilidade a ampicilina (10ug),
penicilina - G e resisténcia ao trimetropin .

Em um estudo (FOX, 1991), verificou que Campylobacter
upsaliensis, é frequentemente sensivel a cefalotina.

Os testes de sensibilidade ao acido nalidixico e cefalotina
tem apresentado apreciavel valor na identificagdo de espécies de

Campylobacter termofilicas, causadoras de enterocolite (VERON &
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CHATLEIN,1973). Espécies termofilicas resistentes ao acido nalidixico
foram descritas por SKIRROW & BENJAMIN , 1980 sendo isoladas por
estes autores com freqlencia de 25% entre gaivotas do género Larus, e,
em algumas situagdes, a partir de seres humanos. Estas bactérias
inicialmente foram inclusas em um grupo denominado NARTC.
Posteriormente, BENJAMIN et al. 1983 encontraram evidéncias de que
este grupo de bactérias constituia uma nova espécie: Campylobacter lari.

ABRAHAMS et al. (1990), compararam a taxa de isolamento
do Campylobacter jejuni em humanos e em gatos e obtiveram os mesmos
resultados tanto para a espécie humana como para os gatos. A
sensibilidade antimicrobiana dos agentes isolados foi para a eritromicina,
que é a droga de eleicado para o tratamento de seres humanos e gatos.

Segundo SAENZ et al. (2000), nos pacientes cujo
tratamento €& preconizado, as drogas de eleicdo sao eritromicina e
fluorquinolonas.

Outros membros dos grupos de antibiéticos macrolideos
podem também ser efetivos. Muitas espécies de Campylobacter
produzem beta-lactamases, o que as tornam resistentes a ampicilina.
Entretanto, as fluorquinolonas s&o efetivas contra muitas espécies de
Campylobacter, sendo responsavel pela pratica da prescricdo sem
reserva das mesmas para o tratamento de infec¢gdes mais sérias, inclusive
com risco de vida, causadas por bactérias gram-negativas resistentes a
outros antimicrobianos de uso na rotina clinica (J. Small Anim. Pract.,
1998).

FERNANDES et al. (1996), pesquisando a resisténcia das
cepas isoladas de 177 amostras estudadas de animais domeésticos,
verificou que foram isoladas 57 (32,2%) cepas de Campylobacter, das
quais 4 (7,1%) foram resistentes ao acido nalidixico, correspondendo 3 a
Campylobacter jejuni (2 cepas biotipo | , 1 cepa biotipo Ill) e 1 a
Campylobacter coli (biotipo IlI). Todas as cepas resistentes ao acido
nalidixico apresentaram resisténcia cruzada a ciprofloxacina e

norfloxacina , duas importantes quinolonas de uso clinico.
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3. OBJETIVOS

Pelo exposto, o presente trabalho pretende:

Avaliar a frequéncia de isolamento de Campylobacter
em gatos com e sem diarréia;

Identificar quais espécies do género Campylobacter
acometem os gatos com e sem diarréia;

Testar o perfil de resisténcia antimicrobiana das estirpes
de Campylobacter frente a cefalexina, oxitetraciclina,
enrofloxacina, nitrofurantoina, eritromicina, cloranfenicol
e gentamicina, estabelecendo padrées de concentragcbes
inibitérias minimas (MIC) que possibiltem o uso

terapéutico destes antimicrobianos.
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4. MATERIAL E METODO

41 Origem das amostras
Foram colhidas, através de sondas retais estéreis, amostras
de fezes de 100 gatos com diarréia e 100 gatos sem sintomas da
enfermidade, pertencentes a regidao de Botucatu e também, dos animais
atendidos no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia Unesp, na clinica da disciplina de Enfermidades Infecciosas
dos Animais Domésticos e nos ambulatérios da disciplina de Clinica

Veterinaria de Pequenos Animais.

4.2 Procedimento para isolamento e tipificagdao de bactérias do
género Campylobacter

As 200 amostras fecais dos 100 gatos com diarréia e dos

100 gatos sem diarréia foram submetidas a coprocultura, para isolamento

e identificagdo de Campylobacter.

4.2.1 Isolamento de Campylobacter

Para eliminar o antagonismo competitivo de microrganismos
indesejaveis presentes nas fezes, e consequentemente, aumentar o
sucesso de isolamento de Campylobacter, foram realizadas semeaduras
utilizando-se técnicas de filtracao e semeadura direta. As semeaduras por
filtracdo foram feitas mediante a diluicdo de um grama de fezes, suspenso
e homogeneizado em 9ML de solugdo fisiolégica estéril, centrifugado a
2.500 rpm por cinco minutos e filtrado em membrana de acetato de
celulose de diametro de 0,65 uym. Deste filtrado, retiraram-se trés gotas,
que foram semeadas em agar tioglicolato, enriquecido com 20% de
sangue bovino. A semeadura direta foi realizada com auxilio de uma alca
de platina, onde uma aliquota de fezes foi semeada por estrias em uma

placa de Petri com meio seletivo de Butzler (msb).



19
MATERIAL E METODO

O meio seletivo de Butzler continha o0s seguintes
antimicrobianos: bacitracina (25000 Ul), novobiocina (500 mcg), colistina
(1000 Ul), cefazolina (15000 mcg) e ciclohexamida (5000 mcg).

Ambos os meios foram incubados, por 72 horas, em
atmosfera de microaerofilia, sendo o meio de tioglicolato a 37°C e 0 meio
seletivo de Butzler a 43°C.

A microaerofilia foi obtida por interligacbes entre um
dessecador a vacuo, um cilindro de gas contendo 5% de CO; e 95% de
N2, vacubmetro e bomba de vacuo. Apds a retirada do ar ambiental do
dessecador com pressado de até 0,8 atm, e a respectiva introdugdo da

mistura, foi obtida a atmosfera desejada.

4.2.2 Diagnéstico presuntivo de Campylobacter spp
ApoOs incubagao, as colbnias suspeitas foram examinadas
em microscopio de contraste de fase, com aumento de 1000X. O
diagndstico presuntivo do agente foi feito pela observagdo das
caracteristicas morfolégicas semelhantes a virgula e movimentacéo tipica

de espirilo.

4.2.3 Preparo do inéculo
Apods o diagndstico presuntivo, as colénias foram semeadas
em duplicata, no meio de Tarozzi, e incubadas a 37°C por 72 horas, para
preparo do indculo. No momento do uso, 0 meio citado estava com
densidade igual a 1, na escala de turbidimetria de Mac Farland (3 x10°

bactérias/ml).
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4.2.4 Diagnéstico definitivo
As amostras positivas foram testadas para as seguintes

provas:

a) Catalase: realizada mediante a adicdo de 1 ml do inéculo de
Campylobacter a 1ml de agua oxigenada a 3%. A leitura foi feita cinco
minutos apos, sendo positiva, quando ocorria produgao de bolhas de gas
(VERON & CHATELAIN, 1973).

b) Crescimento em 25 °C e 43 °C: trés gotas do indéculo foram

semeadas em duplicata, no meio de Tarozzi: a primeira duplicata,
incubada a 37°C, e a segunda, a 43°C, por 72 horas. Consideraram-se
como positivos, os tubos com meio onde ocorreu crescimento da bactéria
(VERON & CHATLEIN, 1973).

c) Crescimento em glicina: trés gotas do indculo foram semeadas em

meio contendo 1% de glicina, e incubadas a 37°C por 72 horas. A
amostra foi considerada positiva, quando ocorreu crescimento da bactéria
(VERON & CHATLEIN, 1973; SMIBERT, 1978).

d) Crescimento em NaCl a 3,5%: o teste foi realizado mediante a

inoculagao de trés gotas do inéculo em meio de cultura contendo 3,5%
de NaCl, a 37°C por 72 horas. A amostra foi considerada positiva, quando

ocorreu crescimento da bactéria (SMIBERT, 1978).

e) Producédo de H,S com cisteina: trés gotas do indéculo foram

semeadas num tubo com meio de cultura acrescido de 0,2 % de cisteina
em cuja parte superior foi fixada uma tira contendo acetato de chumbo, e
incubadas a 37°C, por 72 horas, em microaerofilia. O teste foi
considerado positivo, quando o papel apresentou coloragdo enegrecida
(VERON & CHATLEIN, 1973).
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f) Producao de H,S sem cisteina: foi desenvolvido o mesmo método

anteriormente citado, mas utilizando-se o0 meio de Tarozzi ( VERON &
CHATLEIN, 1973).

g) Hidrdlise do hipurato de sddio: uma algada do inéculo foi semeada

em um microtubo contendo solugdo aquosa com 1% de hipurato de sédio
e incubada em banho-maria, a 37°C, por duas horas. Foi entéo
adicionada 3,5% de ninhidrina em acetona e n-butanol (1:1), sendo
novamente incubada por mais 15 minutos. A reacdo foi positiva, quando

ocorreu a formagao de cor purpura.

h) Tolerancia ao cloreto de trifeniltetrazdico (TTC): uma algada da

colbénia foi semeada em agar sangue, contendo 1% de TTC, e incubada a
37°C por 72 horas em microaerofilia. A amostra foi considerada positiva,
quando o crescimento bacteriano ocorreu ao longo da estria (VERON &
CHATLEIN, 1973).

i) Resisténcia ao acido nalidixico (NA): com zaragatoa estéril, o

in6culo foi semeado em meio de tioglicolato, enriquecido com sangue
bovino, acrescido de um disco de NA, na concentragdo de 30 mcg de
poténcia, e incubado a 37°C por 72 horas em microaerofilia. O resultado
foi considerado positivo, quando ocorreu um halo de inibicdo inferior ao
didmetro de 6 mm (VERON & CHATLEIN, 1973).

j) Resisténcia a cefalotina (CE): com zaragatoa estéril o in6culo foi

semeado em meio tioglicolato, enriquecido com sangue bovino, acrescido
de um disco de CE de 30 mcg de poténcia, e incubada a 37°C por 72
horas em microaerofilia. O resultado foi considerado positivo, quando
ocorreu um halo de inibigao inferior ao diametro de 18 mm (BENJAMIN et
al., 1983).
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Os parametros bioquimicos para identificacdo das espécies
Campylobacter (BARROW & FELTHAM, 1993; HOLT et al., 1994, QUIN
et al., 1994) estdo sumarizados no quadro 1.
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Quadro 1 — Classificagao bioquimica das principais espécies de Campylobacter

Crescimento a 25°C + + + - - - - - - - - + - + + - -
Crescimento a 43°C - - + + + + + + + + + \" - + - + +
Catalase + + + + + + + - Fl- + - + + - + - +
Hidrélise de hipurato - - - - - + + - - - - - - - - - -
Produ¢ao de H2S com cisteina - - - - - - - - \") - + - - + D + +
Produc¢ao de H2S sem cisteina - - + - + - - - v - + - - + D + +
Crescimento em meio com 1% + - + + + + + \' + + + - + + - + +
de glicina
Crescimento em 3,5% de NaCl - - - - - - - - - - - - - - + \"/ +
Toleranciaao TTC - - - \' + + Vv - - + - Vv + D D D D
Sensibilidade a CE S S S R \ R S S S \' R Vv S S S S
Sensibilidade a Na R R R R S S S S Vv S R Vv S \' R Vv R
V = variavel F = fraca reagéao R = resistente S = sensivel
1-Campylobacter fetus subespécie fetus 6 -Campylobacter jejuni subespécie jejuni 11 - Campylobacter consisus 16 - Campylobacter sputorum biovar
bubulus
2 - Campylobacter fetus subespécie venerealis 7 - Campylobacter jejuni subespécie doylei 12 - Campylobacter cryaerophila 17 - Campylobacter sputorum biovar fecalis
3 - Campylobacter hyointestinalis 8 - Campylobacter upsaliensis 13 - Campylobacter fennelliae

4 - Campylobacter laridis 9 - Campylobacter sputorum biovar sputorum 14 - Campylobacter mucosalis
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As diferentes correntes que aludem a nomenclatura das

bactérias do género Campylobacter, utilizadas em Medicina Veterinaria,

estdo listadas no quadro 2.

Quadro 2 - Nomenclatura das bactérias do género Campylobacter,

segundo autores

C. jejuni sub. Jejuni

C. jejuni sub. Doylei

C. upsaliensis

C. lari

C. fetus sub. Fetus

C. fetus sub. Venerealis
C. coli

C. sputorum sub. sputorum
N&o relatado

N&o relatado

C. cianedi

C. concisus

Arcobacter. Cryaerophila
Helycobacter. Fennelliae
N&o relatado

Nao relatado

C. jejuni sub. Jejuni

C. jejuni sub. Doylei

C.

. lari

OO0 000000000 0O oo

upsaliensis

. fetus sub. Fetus

. fetus sub. Venerealis

coli

. Sputorum biov. Sputorum
. Sputorum biov. Bubulus

. Sputorum biov. Fecalis

. cianedi

. CoNnsisus

. cryaerophila

. fennelliae

. mucosalis

. nitrofigillis

C. jejuni

C. jejuni

C.

. laridis

OO0 OO0 0O 0o

upsaliensis

. fetus sub. Fetus

. fetus sub. Venerealis

coli

. Sputorum biov. sputorum
. Sputorum biov. bubulus

. Sputorum biov. fecalis

N&o relatado

N&o relatado

C.

cryaerophila

Nao relatado

C.

mucosalis

Nao relatado

Para o presente trabalho utilizou-se a nomenclatura definida

por QUINN et al., 1994 (quadro 2). Estes autores nao utilizaram, em suas

chaves classificatérias, o teste de tolerancia ao TTC. No entanto, esta

prova € importante na diferenciacdo das espécies termofilicas de
Campylobacter (SKIRROW & BENJAMIN, 1980), tendo, por isso, sido

adotada nesta pesquisa.
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4.3 Determinagao do perfil de sensibilidade a antimicrobianos

Para estudar a sensibilidade das estirpes isoladas aos
antimicrobianos escolhidos, utilizou-se 0 método de diluicbes em meios
sélidos, recomendada pelo National Committee for Clinical Laboratory
Standards (NCCLS,1998), a fim de determinar a Concentragao Inibitéria
Minima de cada farmaco. Foram obtidas as formulagbes comerciais dos
seguintes  antimicrobianos: cefalexina, eritromicina, gentamicina,
enrofloxacina, cloranfenicol, nitrofurantoina e oxitetraciclina. A partir
destas formulagdes, foram preparadas, em solugao fisioldgica estéril,
solugdes maes contendo 1000 pg/ML. A partir destas solugdes, diversas
aliquotas foram retiradas e fundidas a agar tioglicolato, enriquecido com
20% de sangue bovino. A seguir, foi solidificado em placas de Petri
descartaveis, perfazendo um volume total de 20 ml por placa. As aliquotas
das solugdes de antibiético foram fracionadas, nos meios de cultura, de
modo a corresponder as seguintes diluicées por placa: 0,06 ug/ML, 0,125
Mg/ML, 0,25 pug/ML, 0,5 pg/ML, 1 ug/ML, 2 ug/ML, 4 ug/ML, 8 ug/ML,
16 pg/ML, 32 pg/ML, 64 ug/ML e 128 pug/ML.

As colbnias bacterianas obtidas foram suspensas em solugéo
fisiolégica, na escala, 0,5 de turbidimetria de Mac Farland (1,5 x 10°
UFC/ml), e foram inoculadas nos meios de cultura preparados. Como
controle, utilizou-se Escherichia coli, ATCC 25922, inoculada em cada
uma das placas. As placas foram mantidas a 35°C em microaerofilia,
sendo realizada leitura depois de 72 horas. Apenas as estirpes
termofilicas de Campylobacter foram submetidas aos testes de

suscetibilidade antimicrobiana.
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4.4 Anidlise Estatistica

Para a determinagcdo da frequéncia de isolamento de
Campylobacter foram considerados 100 animais de cada um dos grupos
com e sem diarréia, cujas estimativas populacionais a partir da procura do
Hospital Veterinario foram estabelecidas pelos limites de 95% de
confianga para a proporg¢ao de ocorréncia complementada com o teste de
Goodman para contrastes entre e dentro de populagdes binominais
(GOODMAN, 1964; 1965). Da mesma forma a sensibilidade bacteriana
aos antimicrobianos utilizados foram avaliadas pelo teste de Goodman. A
significAncia do resultado do teste de Goodman foi indicada por letras
minusculas, para contraste entre linhas, fixada a coluna, e por letras
maiusculas, para contraste dentro das linhas. Quando duas proporcoes
apresentam uma mesma letra (minuscula em comparagao de linhas
maiusculas para colunas), o resultado do teste para comparagao nao foi
significante (p>0,05).

Todas as comparacdes foram realizadas no nivel de 5 % de

significancia.

*Consultor: Prof. Titular Carlos R. Padovani — Disc. de Bioest. do Inst. de Biociéncias — UNESP/ Botucatu.
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5. RESULTADOS

5.1 Comparacgao da freqiiéncia de isolamento de
Campylobacter entre o grupo de animais com diarréia e sem

diarréia

Tabela 1. Frequéncia de Campylobacter isolados em amostras fecais

de gatos com e sem diarréia.

Ocorréncia
Gatos Positivos Negativos Total
% %
Com diarréia 0,07aA 0,93aB 100
Sem diarréia 0,05aA 0,95aB 100

O resultado da analise estatistica realizado através do teste
de Goodman, mostrou que ndo ha diferengas significativas entre as
frequéncias de isolamento de Campylobacter nos dois grupos de animais
estudados (p> 0,05). Entretanto, verifica-se que na populagédo estudada,

existe predominancia da nao ocorréncia de Campylobacter.

5.2 Espécies de Campylobacter, isoladas a partir dos grupos de
gatos com e sem diarréia
As frequéncias de isolamento das diferentes espécies de
Campylobacter, obtidas nos grupos estudados, estdo sumarizadas na
tabela 2.
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Tabela 2. Frequéncias de isolamento, segundo a espécie de

Campylobacter, em gatos com e sem diarréia.

Espécies ni-gatos com ni-gatos sem fi-gatos com  fi-gatos sem
diarréia diarréia diarréia diarréia

C. jejuni 4 2 0,04 0,02
C. lari _ 2 - 0,02
C. upsaliensis 2 1 0,02 0,01
C. coli 1 _ 0,01 -

Negativos 93 95 0,93 0,95
Total 100 100 1,00 1,00

ni- niumero de isolamentos
fi- freqUéncia de isolamentos

Foram isoladas, no total 7(7%) estirpes de Campylobacter
no grupo dos animais com diarréia e 5 (5%) dos animais sem diarréia. A
classificagdo por comportamento bioquimico facultou a identificacido de
todas as linhagens isoladas. As espécies de Campylobacter obtidas
foram: Campylobacter jejuni - 4 (4%) e 2(2%), Campylobacter lari - 0
(0%) e 2 (2%), Campylobacter upsaliensis - 2 (2%) e 1(1%),
Campylobacter coli- 1(1%) e
0 (0%).

Das 12 estirpes de Campylobacter isoladas, o agente foi
identificado em 2 (16,7%) amostras isoladas somente em meio seletivo de
Butzler; em 2 (16,7%) o microrganismo foi isolado a partir da técnica de

filtracdo e, em 8 (66,6%) pelos dois procedimentos.
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5.3 Testes de suscetibilidade antimicrobiana
Os perfis de suscetibilidade das linhagens, identificadas
como termofilicas e patogénicas (C. jejuni, C.lari, C. upsaliensis, C.coli),

frente a diferentes drogas, estdo resumidos nas tabelas abaixo.

Tabela 3. Perfil de sensibilidade das linhagens de Campylobacter,

isoladas no grupo dos animais com diarréia.

Concentragées CIM (um/ ML)

0,06 0,125 0,25 0,5 1 2

Substancias n % n % n % n % n % n %
Cefalexina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enrofloxacina 0 0 0 0 0 0 1 14,29 2 28571 4 57,14
Cloranfenicol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 14,29
Gentamicina 0 0 0 0 0 0 1 14,29 2 28571 7 100
nitrofurantoina 0 0 0 0 0 0 0 0 2 28571 3 4286
Oxitetraciclina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Eritromicina 4 5714 7 100 7 100 7 100 7 100 7 100

Tabela 3.a Perfil de sensibilidade das linhagens de Campylobacter,

isoladas no grupo dos animais com diarréia.

Concentragoes CIM (um/ ML)

4 8 16 32 64 128

Substancias n % n % n % n % n % n %

Cefalexina 0 0 0 0 2 2857 4 57,14 5 71,43 7 100
Enrofloxacina 4 57,14 4 57,14 6 8571 7 100 7 100 7 100
Cloranfenicol 2 2857 2 2857 4 57,14 7 100 7 100 7 100
Gentamicina 7 100 7 100 7 100 7 100 7 100 7 100
Nitrofurantoina 5 771,43 7 100 7 100 7 100 7 100 7 100
Oxitetraciclina 0 0 0 0 2 2857 4 57,14 7 100 7 100
Eritromicina 7 100 7 100 7 100 7 100 7 100 7 100
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Tabela 4. Perfil de sensibilidade das linhagens de Campylobacter,
isoladas no grupo dos animais sem diarréia.
Concentragées CIM (um/ ML)
0,06 0,125 0,25 0,5 1 2
Substancias n % n % n % n % n % n %
Cefalexina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Enrofloxacina 0 0 0 0 0 0 2 40 4 80 5 100
Cloranfenicol 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 20
Gentamicina 0 0 0 0 0 0 1 20 3 60 5 100
Nitrofurantoina 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2 40
Oxitetraciclina 0 0 0 0 0 0 1 20 1 20 1 20
Eritromicina 3 60 5 100 5 100 5 100 5 100 5 100
Tabela 4.a Perfil de sensibilidade das linhagens de Campylobacter,
isoladas no grupo dos animais sem diarréia.
Concentragées CIM (um/ ML)
4 8 16 32 64 128
Substancias n % n % n % n % n % n %
Cefalexina 0 0 1 20 1 20 1 20 2 40 5 100
Enrofloxacina 5 100 5 100 5 100 5 100 5 100 5 100
Cloranfenicol 2 40 5 100 5 100 5 100 5 100 5 100
Gentamicina 5 100 5 100 5 100 5 100 5 100 5 100
Nitrofurantoina 2 40 2 40 4 80 5 100 5 100 5 100
Oxitetraciclina 1 20 1 20 3 60 5 100 5 100 5 100
Eritromicina 5 100 5 100 5 100 5 100 5 100 5 100
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6. DISCUSSAO

6.1 Comparagdo entre as freqliéncias de isolamento de
Campylobacter, em gatos com e sem diarréia
Os achados no presente estudo, sdo concordantes com os
de BAKER et al., 1999; HILL et al., 2000; ORIST et al., 1982, que nao
encontraram diferengas significativas entre gatos com diarréia e gatos
sem diarréia.
Estes dados s&o discordantes dos encontrados por
BURNENS et al., (1992), que isolaram Campylobacter spp em 23 (11,6%)
de 197 gatos com diarréia e 32 (91%) de 35 gatos sem diarréia
encontrando diferengas estatisticas significantes na excregdo de
Campylobacter, quando compararam gatos sem diarréia e com diarréia.
A tabela 5 mostra dados referentes as proporcbes de
isolamento de Campylobacter, a partir de gatos com e sem diarréia, e

numeros amostrais empregados, segundo autor e ano.



36
DISCUSSAO

Tabela 5. Total de isolamentos de Campylobacter, a partir de gatos

com e sem diarréia, segundo autor e ano.

Referéncia Gatos com Isolamentos Gatos sem Isolamentos
diarréia positivos diarréia positivos
ORIST et al., 56 7(12.5%) 61 2(3%)
1982
FOX et al., 1983 107 15(14%) 66 5(7,6%)
BURNENS et al., 197 23(11,6%) 35 32(91%)
1992
BAKER et al., 12 3 (25%) 153 25(16,3%)
1999
HILL et al., 2000 70 1(1.4%) 52 1(1.9%)
MOSER et al., 13 7(58%) 9 4(44,4%)
2001

O presente trabalho ndo encontrou diferencas estatisticas
entre os dois grupos estudados, porém a heterogeneidade de resultados
observados nos diferentes experimentos, conduzidos pelos autores
listados na tabela acima, impde a interpretacao judiciosa destes dados.

A variabilidade em decorréncia dos diferentes nichos em que
os experimentos sdo conduzidos, € um fator capaz de influenciar nas
proporgdes de isolamentos em gatos com e sem diarréia. Esta
variabilidade, segundo a localizagdo geografica, € provavelmente
decorrente de diferentes fatores, ja estudados por outros autores, tais
como: mecanismos de manutencdo do agente no ambiente em
mananciais aquaticos (KOENRAAD et al., 1997; BUSWELL et al., 1998);
habitos alimentares inerentes a cada regidao ( ALTEKRUSE, 1998); fatores
ligados a sazonalidade (EVANS, 1993); fatores de viruléncia das estirpes
envolvidas, frente a resisténcia individual dos animas estudados
(MACARTNEY et al.,, 1998) ; metodologia empregada para diagnostico
(MODOLO,2000); e condi¢gdes higiénico-sanitarias em que vivem o0s
gatos (FERNANDEZ& MARTIN, 1991).
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Os totais de isolamentos para Campylobacter nos gatos com
e sem diarréia, encontrados no presente trabalho, se inseriram nas faixas
mencionadas por outros autores, citados no presente estudo.

O encontro de 7(7%), nos 100 gatos com diarréia, obtidos no
presente estudo, é relativamente diferente dos dados encontrados por
ORIST et al.,, 1982, (12,5% n=56); FOX et al., 1983, (14% n= 107);
BURNENS et al., 1992, (11,6% n=197); BAKER et al., 1999, ( 25% n=12);
MOSER et al., 2001, ( 58% n= 13); o que refor¢a a idéia de variabilidade
nas proporgcbes de Campylobacter, isoladas de gatos com diarréia, em
decorréncia das variagdes anteriormente citadas.

A eventualidade de 5% de isolamentos positivos nos 100
gatos sem diarréia, pesquisados no presente estudo, sugere que
Campylobacter pode ser carreado por animais portadores saos, a
semelhanga do que ocorre em humanos (GLASS et al.,, 1983). Estes
achados, no presente estudo, sdo concordantes com os de FOX et al.,
1983 (45% n= 56); GIFOORD et al. (1985), que isolaram o microrganismo
Campylobacter em gatos sem apresentar quadro de diarréia ou quaisquer
outros sintomas.

As técnicas de isolamento, empregadas no presente estudo,
foram suficientemente sensiveis para a deteccdo dos agentes em
questdo, a semelhanga do que foi encontrado por MONFORT et al.,
1989. A semeadura em meio seletivo de Butzler deve ser complementada
com as técnicas de filtracdo para otimizar o isolamento de cepas
sensiveis aos antibidticos. Este procedimento €& compartilhado por
NACHAMKIN, 1997, que em revisdo aos conceitos de isolamento de
Campylobacter, pondera que a utilizacdo de multiplas técnicas e meios de
cultura podem otimizar o isolamento deste género de microrganismos.

WEBER et al., 1983, relatam que a utilizacdo de mais de
uma técnica de semeadura pode auxiliar no isolamento de

Campylobacter, a partir de amostras fecais de gatos.
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6.2 Principais espécies de Campylobacter isoladas nos gatos
com e sem diarréia e significado em saude publica

Foram encontradas, no presente estudo, as seguintes
freqUéncias de isolamentos para diferentes espécies de Campylobacter, a
partir de gatos com diarréia (n=100) e sem diarréia (n=100),
respectivamente: Campylobacter jejuni - 4% e 2%, Campylobacter lari-
0% e 2%, Campylobacter upsaliensis- 2% e 1% Campylobacter coli 1%
e 0%. De acordo com os resultados encontrados, Campylobacter jejuni
foi o agente mais freqlente entre as espécies isoladas no grupo de
animais com diarréia; no grupo sem diarréia, a porcentagem de (2%) foi a
mesma para Campylobacter jejuni e Campylobacter lari. A distribuicdo
das frequéncias encontradas esta de acordo com os dados relatados na
literatura cientifica, que apontam para Campylobacter jejuni como uma
das espécies mais freqlentes em gatos. Ela foi isolada em exclusividade
por FOX et al., 1983, que reportam 14% isolamentos de Campylobacter
Jejuni de 107 gatos. Podem ser citados também o trabalho de BURNENS
et al. (1992), que estudou amostras fecais de 203 filhotes de gatos,
isolando 43 linhagens de Campylobacter jejuni .

Os resultados encontrados foram contraditérios com alguns
dados de pesquisas cientificas que tém reportado o isolamento de
Campylobacter upsaliensis como mais frequente que Campylobacter
jejuni (MEHLE et al., 1989; FIGURA et al., 1991; BURNENS et al., 1992).
Esta é a espécie de Campylobacter atualmente emergente no contexto
mundial (BOURKE et al., 1998), pois é considerada patogénica para seres
humanos(GOOSSENS et al., 1995).

As espécies Campylobacter jejuni, Campylobacter
upsaliensis e Campylobacter lari, que ocorreram nos gatos estudados,
sdo considerados patogénicos para o homem (NACHAMKIN, 1997).

O encontro de Campylobacter jejuni, nos animais do
presente estudo (4% e 2%), demonstra que os gatos podem atuar como
portadores do agente para o homem, sendo responsaveis por parte dos

casos humanos em nosso meio.



39
DISCUSSAO

Apesar de ser considerada uma das espécies causadoras de
gastrenterite em seres humanos (NACHAMKIN, 1997), o significado do
isolamento de Campylobacter lari nos gatos nao foi encontrado na
literatura cientifica pesquisada, bem como o papel destes animais na
trasmissao zoondtica desta espécie. A prevaléncia total entre os gatos do
presente estudo foi (2%). Este fato se repete, nos diversos dados,
colhidos na literatura cientifica, que relatam a baixa frequéncia de
isolamento deste agente, a partir de gatos.

Campylobacter coli é tido como uma espécie termofilica
menos frequente que Campylobacter jejuni em gatos, sendo isolado no
presente estudo em apenas (1%) dos animais, portanto, &
particularmente importante em suinos (SKIRROW, 1994). Porém por ser
patogénico para seres humanos (NACHAMKIN,1997), o seu encontro é
relevante, no sentido de que o gato pode ser considerado fonte de
infecgdo para seres humanos, apesar da baixa propor¢aéo de isolamento
no grupo de animais estudados.

Vale ressaltar que varios casos de transmissao por gatos
sdo descritos em criangas (BRUCE et al.,, 1980; SAFIELD & PUGH,
1987), fato que esta também em consonédncia com os achados
epidemioldgicos para este agente nos paises em desenvolvimento, que
revelam proporgdes de isolamento significativamente maior em criangas
(RAJAN & MATHAN, 1982).

No entanto, estudos tém demonstrado que seres humanos,
em contato com animais com diarréia, apresentam maior risco de
contrairem campilobacteriose do que pessoas nao contactantes
(SAFIELD & PUGH, 1987, FOX et al., 1983). Sendo assim, independente
da presenga ou ndo de diarréia, os gatos podem ser transmissores em
potencial do microrganismo. Também BURNENS et al., 1992; MADEN et
al.,1996), detectaram em gatos, estirpes de Campylobacter
antigenicamente semelhantes a estirpes oriundas de seres humanos.

E recomendavel, portanto, independentemente da etiologia

da diarréia, que sejam priorizadas medidas que minimizem a possibilidade
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de transmissao zoonética de Campylobacter dos gatos enfermos para os

seres humanos.

6.3 Sensibilidade a antimicrobianos

No que tange a sensibilidade das cepas de Campylobacter a
antimicrobianos, observam-se resultados variados para os diferentes
farmacos, a semelhanca do que MODOLO et al., 1991 averiguaram. Esta
variabilidade foi apontada por ABRAHANS et al., 1990, como importante
marcador epidemiologico, podendo ser utilizada em investigagbes deste
tipo.

As estirpes isoladas de gatos com diarréia e sem diarréia,
foram marcadamente resistentes a cefalexina, com apenas 28,57% e 20%
de sensibilidade a concentragdo 16 um/ML nos respectivos grupos,
encontrando nos mesmos, 100% de sensibilidade na concentracéo
128 pm/ML.

O cloranfenicol apresentou relativa variagao entre os grupos
de gatos estudados, nos animais diarréicos obteve-se sensibilidade a
partir da concentragdao 2um/ML (14,29%), variando até a concentragéo
16um/ML  (57,14%), apresentando 100% de sensibilidade na
concentracdo 32um/ML. No grupo dos animais sem diarréia, 20% das
linhagens obtiveram sensibilidade na concentragdo 2um/ML, variando até
a concentragdo 8 ym/ml, onde 100%, de linhagens de Campylobacter
foram sensiveis.

A nitrofurantoina apresentou variagdes dos padroes de
resisténcia. No grupo dos animais com diarréia, obteve-se 28,57% de
sensibilidade a concentracdo 1um/ML, variando até 4um/ML com 71,43%.
No grupo dos animais sem diarréia, obteve-se 40% de sensibilidade na
concentracdo 2 ym/ML e na concentragédo 16 ym/ML, apresentou 80% de
sensibilidade. De acordo com MODOLO et al., (1991), em um estudo com
102 amostras, as estirpes isoladas foram sensiveis a gentamicina, a

nitrofurantoina e a neomicina e resistentes a oxacilina e a penicilina.
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A oxitetraciclina apresentou variagbes dos padrées de
resisténcia. No grupo dos animais com diarréia, obteve-se 28,57% de
sensibilidade a concentragdo 16 um/ML, chegando com 57,14% de
sensibilidade na concentragdo 32um/ML. No grupo dos animais sem
diarréia, obteve-se 20% de sensibilidade na concentracéo 0,5 pm/ML, e
60% a 16 pm/ML.

MONNET. 2000, estudaram as tendéncias da resisténcia
em isolamentos de Campylobacter. Em 1999, 1% dos isolamentos de
Campylobacter jejuni, obtidos a partir de galinhas, 13% de amostras de
carne de galinha e 10% de amostras fecais humanas, foram resistentes a
tetraciclina.

A gentamicina apresentou variagbes nas concentragdes
inibitérias, semelhantes para os dois grupos de animais, sendo todas as
estirpes isoladas consideradas sensiveis nas concentracbes de 0,5
pm/ML a 2um/ML. Esta droga foi qualificada como a terceira mais eficaz
para as estirpes isoladas no presente trabalho.

A enrofloxacina apresentou variagdes entre os grupos dos
animais com diarréia e sem diarréia (0,5-16um/ML e 0,5-1um/ML,
respectivamente). Ela foi relativamente potente frente as estirpes de
Campylobacter isoladas, em decorréncia das baixas concentragdes, onde
(80%) das estirpes foram isoladas na concentragdo de 1um/ML,
conferindo desta forma, ser um potente antimicrobiano.

A eritromicina foi o antibidtico mais eficaz contra
Campylobacter, sendo encontrada total suscetibilidade das estirpes
isoladas nos dois grupos de animais estudados, frente a concentragdes
diminutas (0,06 — 0,125 um/ML). Estes achados sao corroborados por
diversos pesquisadores que relatam a exceléncia deste antimicrobiano,
contra Campylobacter (FOX et al., 1984; REINA et al., 1994; SKIRROW,
1994). Segundo MONNET. 2000, a resisténcia a eritromicina entre
isolamentos de Campylobacter coli em porcos caiu quase 50%, de 1998
para 1999, provavelmente devido a remocido da tilosina, antibiético

utilizado como promotor de crescimento na producao de porcos .
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ORIST, et al. (1982), estudaram 117 amostras de
Campylobacter jejuni, isoladas de gatos, onde detectaram total
sensibilidade a gentamicina, eritromicina, neomicina, cloranfenicol,
tetraciclina, sensibilidade intermediaria a ampicilina, penicilina e
resisténcia ao trimetropin. Esta sensibilidade foi similar a obtida em
estudos com seres humanos (BUTZLER et al. 1974).

Dada a heterogeneidade de resultados, observados nas
referéncias pesquisadas, em comparacao aos dados do presente estudo,
€ recomendavel, sempre que oportuna, a realizacdo de testes de
susceptibilidade antimicrobiana para Campylobacter, objetivando fins

terapéuticos.
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7. CONCLUSOES

De acordo com os resultados desta pesquisa chegou-se as

seguintes conclusdes:

a) A diarréia ndo amplifica a excrecao fecal de Campylobacter em gatos
(p>0,05). Numericamente, a porcentagem de isolamentos em gatos com
diarréia, foi observada como a mais frequente, tais como o ocorrido em

outros relatos.

b) No presente estudo, foi verificado que a espécie Campylobacter jejuni,
foi a mais frequente nos gatos com e sem diarréia. Encontrou-se a mesma
propor¢dao de isolamentos tanto para Campylobacter jejuni quanto para
Campylobacter lari, sendo essa também, considerada uma das espécies

causadoras de gastrenterite em seres humanos.

c) A andlise do perfil de sensibilidade dos enteropatégenos estudados
permite recomendar os seguintes farmacos para combaté-los contra as
estirpes de Campylobacter isoladas de gatos — eritromicina, enrofloxacina

e gentamicina.
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Meio seletivo de Butzler
Meio base (formula por 1000ML):
Agua desmineralizada.............ccccooeveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 800 ML
Tioglicolato de sodio (DIfCO®).........ccvviriieiiiiiiiee e 23,8¢
Agar bacterioldgico (MErck®)..........cweoweoeioeeeeeeeeeeeeeee e 12,59
sangue bovino HEPARINIZADO...........cooiiieeeeeeeeeee 200 ML
Mistura antimicrobiana / formula por 5 g (BNCCC-CECON®)
BacCitraCing. .......cooo i 25000UlI
(@7 0] 1153 1] = RS 10000UI
NOVODIOCING. ...ttt e e e e 5000 mcg
Cefazolina...... oo 15000mcg
Ciclohexamida.........cccoeeeiiiiieeieeeeeeecce e 5000 mcg

O meio base foi autoclavado a 121°C por 15 minutos,
resfriado a 55°C, e acrescido do sangue bovino e da mistura
antimicrobiana. Apdés homogeneizacao, o meio fundido foi distribuido a

razao de 20 ML por placa de Petri.

Agar tioglicolato enriquecido com sangue
Meio base (formula por 1000 ML):

Agua desmineralizada ............c.ccoeveveeueeeeeeeeeeeeeeeeeee e 800 ML
Tioglicolato de s&dio (DIfCO®)..........cooviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeceeeee e 23,89
Agar bacterioldgico (MErck®).........coveovieieeeeeeeeeeeeeee e 12,59
Sangue bovino heparinizado............ccccceeeiieiiiiiieie 200 ML

O meio base foi autoclavado a 121°C por 15 minutos,
resfriado a 55°C, e acrescido do sangue bovino. Apés homogeneizagao, o

meio fundido foi distribuido a razdo de 20 ML por placa de Petri.
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Meio de Tarozzi

Meio base (formula por 100 ML):

Agua desmineralizada.............ccccoeoveueueeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 100 ML
NACT (MEICK®)......ueeiiiiieiieiie i 59
Peptona (MErCK®)..........cieiiiie et 10¢
Extrato de carne (Merck®).............oooeemmmiiiiiiiiiiieee e 10 g
Agar bacterioldgico ( MErck®)............ceoveveueueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 0,8¢g

Apo6s aquecimento do meio base em banho-maria, o ph foi
ajustado para 7,2-7,4 com solugdo de NaOH 1N. A seguir, o meio foi
distribuido em tubos de ensaio 16 x 180mm contendo uma fragdo de
figado bovino. Posteriormente, o meio foi autoclavado a 121°C, por 15

minutos.

Meio contendo NaCL a 1%

Meio base (férmula por 1000 ML de meio):

Agua desmineralizada.............ccouoeeeeeeeeeeeeeee e 1000 ML
Tioglicolato de sodio (DIfCO®)...........oovvimeimiiiiiiiiieeee e 29,8 ¢
NACL ( MEICK®).....ceiiiiiiiiieeeie e 10 g

Apods aquecimento do meio base em banho-maria, o ph foi
ajustado para 7,2-7,4 com solugdo de NaOH 1N. A seguir, o meio foi
distribuido em tubos de ensaio de 16x180 mm e, posteriormente,

autoclavado a 121°C, por 15 minutos.

Meio com cisteina para detecg¢ao da producao de H2S
Meio base (férmula por 250 ML de meio):

Agua desmineralizada.............ccccooveveveeeeeeeeeee e 250 ML
NACIH (MErCK®)......ceeeeeeeiiiceee et e e e e e e e e e e e eeeeeaeaeennees 1,25 ¢
Peptona (MErCK®)........uuuieiiiie et 5¢
Tioglicolato de s6dio (DIfCO®)..........cooviiiiiiiiiiiiiiiee e 298¢

CISEING. ... 0,05¢
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Apos aquecimento do meio em banho-maria, o ph foi
ajustado para 7,2 - 7,4 com solugdo de NaOH 1n. A seguir, 0 meio foi
distribuido em tubos de ensaio de 16x180 mm e, posteriormente,

autoclavado a 121°C, por 15 minutos.

Meio contendo glicina a 1%

Meio base (férmula por 1000 ML de meio):

Agua desmineralizada.............c.couoeeeeeeeeeeeeeee e 1000 ML
Tioglicolato de sodio (DIfCO®)...........oovvmmeeiiiiiiiiiiieee e 29,8 ¢
GlICINGL. ..t 10 g

Apods aquecimento do meio base em banho-maria, o ph foi
ajustado para 7,2-7,4 com solugdo de NaOH 1N. A seguir, o meio foi
distribuido em tubos de ensaio de 16x180 mm e, posteriormente,

autoclavado a 121°C, por 15 minutos.

Meio 2’3’5 cloreto de trifeniltetrazélio (TTC)
Meio base (férmula por 250 ML de meio):

Agua desmineralizada.............c.ccooveveeeereeieeee e 250 ML
Agar sangue (OXO0IA®)...........ccueeieie it 104
2SS EUUUPRUR 25¢9
Sangue bovino heparinizado.............cccoiviieeiiiiiiii e 17,5 ML

O meio base foi autoclavado a 121°C por 15 minutos,
resfriado a 55°C, e acrescido do sangue bovino. Apés homogeneizagao, o

meio fundido foi distribuido a raz&o de 20 ML por placa de Petri.
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Solugao de Ninhidrina
Formula por 10 ML de solugéo:
N-butanol (MErck®)..........oooiiiiiiiiiiiie s 5 ML
ACELONA (MEICK®).......uiiiiee it 5 ML
Ninhidrina (Merck®)............oooriiimmiecce e 0,35¢g

A solucéo foi preparada somente no momento do uso.

Solugao de hipurato de sédio
Formula por 100 ML de solugao:
Agua desmineralizada.............c.cceoveveeeeeeeeeeeeeee e 100 ML
HIpUrato de SOAIO.........uiiiiiiiiiiiiii e 19

A solucao preparada foi distribuida em aliquota de 0,4 ML

em microtubos de 1,5 ML e armazenada a -20°C até o momento do uso.
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