CENTRO UNIVERSITARIO DE FORMIGA — UNIFOR-MG
CURSO DE MEDICINA VETERINARIA
BIANCA RESENDE SILVA

CARACTERIZAGAO DA MICROBIOTA E DO SEU PERFIL DE SUSCETIBILIDADE

A ANTIMICROBIANOS DE AMOSTRAS DE URINA DE CAES ENCAMINHADAS A

UM LABORATORIO DE PATOLOGIA CLINICA VETERINARIA NO MUNICIPIO DE
FORMIGA - MG

FORMIGA - MG
2020



BIANCA RESENDE SILVA

CARACTERIZAGCAO DA MICROBIOTA E DO SEU PERFIL DE SUSCETIBILIDADE

A ANTIMICROBIANOS DE AMOSTRAS DE URINA DE CAES ENCAMINHADAS A

UM LABORATORIO DE PATOLOGIA CLINICA VETERINARIA NO MUNICIPIO DE
FORMIGA - MG

Trabalho de concluséo de curso apresentado
ao Curso de Medicina Veterinaria do
UNIFOR — MG, como requisito parcial para
obtencao do titulo de bacharel em Medicina
Veterinaria.

Orientador: Prof. Dr. Leonardo Borges
Acurcio

FORMIGA - MG
2020



Bianca Resende Silva

CARACTERIZAGCAO DA MICROBIOTA E DO SEU PERFIL DE SUSCETIBILIDADE

A ANTIMICROBIANOS DE AMOSTRAS DE URINA DE CAES ENCAMINHADAS A

UM LABORATORIO DE PATOLOGIA CLINICA VETERINARIA NO MUNICIPIO DE
FORMIGA - MG

Trabalho de concluséo de curso apresentado
ao Curso de Medicina Veterinaria do
UNIFOR — MG, como requisito parcial para
obtencao do titulo de bacharel em Medicina
Veterinaria.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Leonardo Borges Acurcio

Orientador

Prof. Ms. Diogo Joffily
UNIFOR-MG

Profe. Dr. Telma da Mata Martins
UNIFOR-MG

Formiga, 25 de agosto de 2020.



AGRADECIMENTOS

Primeiramente gostaria de agradecer a Deus, por me dar for¢ca e saude para chegar
até o final.

Agradecgo ao meu sensei Leo, pela dedicagdo ao meu projeto de pesquisa.

Aos meus pais Mauro e Roseney, que sempre estiveram ao meu lado me apoiando
ao longo de toda a minha trajetoria.

Ao meu irméao Kaio, pela amizade e apoio quando mais precisei.

Aos meus amigos da graduacao Ana Paula Praga, Danilo, Josiane e Wellbert, que
compartilharam dos inumeros desafios durante esses anos e por sempre me
apoiarem.

E a todos os meus professores, que sempre transmitiram seu saber com muito

profissionalismo.



RESUMO

O trato urinario de cades normalmente € considerado um ambiente estéril, com
excegao da uretra distal, que € composta por micro-organismos residentes,
provenientes da vagina ou prepucio. Aproximadamente 14% dos caes podem
desenvolver infecgédo do trato urinario (ITU) durante a vida, sendo mais comuns em
fémeas e idosos. O uso indiscriminado de antimicrobianos no tratamento e
prevencao de doencgas do trato urinario pode contribuir para o desenvolvimento de
resisténcia bacteriana. O objetivo deste estudo foi identificar a microbiota envolvida
em transtornos do trato urinario de caes do municipio de Formiga-MG e estabelecer
o perfil de susceptibilidade desses agentes frente a antimicrobianos comumente
utilizados na rotina clinica veterinaria. As amostras utilizadas foram concedidas por
um laboratorio de analises clinicas veterinarias do municipio de Formiga - MG,
sendo disponibilizadas 13 amostras biolégicas que foram submetidas a cultura e
antibiograma. Em oito (61,5%), das 13 amostras, foi possivel perceber a presenca
de Staphylococcus spp, seguido por E. coli (15,4%), Enterococcus spp. (7,7%),
Streptococcus spp. (7,7%) e Proteus spp. (7,7%). Em relagcdo ao perfil de
susceptibilidade a antimicrobianos, foi possivel concluir que para a base amoxicilina
+ acido clavulanico, com aproximadamente 61,5% das amostras, foi o
antimicrobiano com melhor eficiéncia.

Palavras-chave: Urinalise. Agentes antimicrobianos. Sistema urogenital.



ABSTRACT

The urinary tract of dogs is usually considered to be a sterile environment, with the
exception of the distal urethra, which is composed of resident microorganisms from
the vagina or foreskin. Approximately 14% of dogs can develop urinary tract infection
(UTI) during their lifetime, being more common in females and the elderly. The
indiscriminate use of antimicrobials in the treatment and prevention of diseases of the
urinary tract can contribute to the development of bacterial resistance. The aim of this
study was to identify the microbiota involved in disorders of the urinary tract of dogs
in the municipality of Formiga-MG and to establish the susceptibility profile of these
agents against antimicrobials commonly used in the veterinary clinical routine. The
samples used were granted by a veterinary clinical analysis laboratory in the
municipality of Formiga - MG, with 13 biological samples being made available and
submitted to culture and antibiogram. In eight (61.5%) of the 13 samples, it was
possible to notice the presence of Staphylococcus spp, followed by E. coli (15.4%),
Enterococcus spp. (7.7%), Streptococcus spp. (7.7%) and Proteus spp. (7.7%).
Regarding the susceptibility profile to antimicrobials, it was possible to conclude that
for amoxicillin + clavulanic acid, with approximately 61.5% of the samples, it was the
antimicrobial with the best efficiency.

Keywords: Urinalysis. Antimicrobial agents. Urogenital system.
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1 INTRODUGAO

O trato urinario de cdes normalmente & considerado um ambiente estéril, com
excegao da uretra distal, que é composta por micro-organismos residentes
provenientes da vagina ou prepucio (BARSANTI, 2015). Infecgbes do trato urinario
ocorrem principalmente por infeccdoes ascendentes provocadas por bactérias
oportunistas, provenientes da microbiota intestinal ou por contato com micro-
organismos do ambiente (GIEG; CHEW; MCLOUGHLIN, 2008).

O uso indiscriminado de antimicrobianos no tratamento e prevencdo de
doencas do trato urinario pode contribuir para o desenvolvimento de resisténcia
bacteriana. A caréncia de recursos de diagndstico laboratorial ou a nao utilizagao
destes quando disponiveis agrava esse quadro. A suspensao do tratamento quando
ha melhora do quadro clinico do animal, sem seguir o tempo correto e indicado para
a antibioticoterapia, também contribui para o surgimento da resisténcia bacteriana
(MOTA et al., 2005). Ademais, o uso continuo de determinados antimicrobianos,
inclusive os de eleigdo que s&o frequentemente utilizados na pratica clinica, acabam
por exercer uma pressao seletiva que contribui para o aparecimento de resisténcia
ao longo do tempo, transformando os animais de companhia em reservatorios de
micro-organismos resistentes (CARVALHO et al., 2014).

Sendo assim, este trabalho teve por objetivo identificar a microbiota envolvida
em transtornos do trato urinario de caes do municipio de Formiga-MG e estabelecer
o perfil de susceptibilidade desses agentes frente a antimicrobianos comumente

utilizados na rotina clinica veterinaria.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 INFECGAO DO TRATO URINARIO

Aproximadamente 14% dos cédes podem desenvolver infec¢do do trato
urinario (ITU) durante a vida, sendo mais comuns em fémeas e idosos. Além disso,
ITUs recorrentes e persistentes sdo frequentemente diagnosticadas na rotina clinica
de pequenos animais (ROBERTS; WHITE; LAM, 2019; THOMPSON et al., 2011).

De acordo com Olin e Bartges (2015), o trato urinario apresenta varios
mecanismos de defesa como, por exemplo, a remogao mecanica pela micgao, as
barreiras fisicas da mucosa, as propriedades da urina (concentragdo de ureia, por
exemplo) e status imunolégico do hospedeiro, de uma forma mais global. Infec¢des
do trato urinario ocorrem quando ha falhas nestes mecanismos de defesa e um
micro-organismo virulento se adere, se multiplica e persiste em alguma porgéo do
trato urinario.

A cistite de origem bacteriana é a doenca infecciosa do trato urinario mais
comum em caes, seguida pela pielonefrite, prostatite bacteriana, bacteriuria
subclinica, urolitiases, além da utilizacao de cateter urinario que pode predispor a
infeccdo (FERREIRA et al., 2014; WEESE et al., 2019).

Dentre os agentes bacterianos frequentemente isolados, Escherichia coli é
descrita como o micro-organismo mais comum, representando cerca de 40-60% dos
isolados (MAIA, 2016). Bacilos Gram negativo como: Proteus spp., Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Pseudomonas spp. € cocos Gram positivo como: Streptococcus
spp., Staphylococcus aureus e Staphylococcus pseudintermedius também podem
ser encontrados com frequéncia (FURINI et al., 2013).

2.1.1 Classificagao das infecgoes do trato urinario

Nelson e Couto (2015) classificaram as infecgdes do trato urinario como:
simples, complicadas, recorrentes, refratarias, recidivantes, reinfeccbes ou
bacteriurias subclinicas. De acordo com Silva et al. (2018), as ITUs ainda podem ser
classificadas de acordo com sua localizagado anatdmica: inferior, quando os agentes
infecciosos atingem bexiga, prostata e uretra e superior, quando os rins sao

acometidos.
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As ITUs simples ou n&do complicadas normalmente ocorrem em caes
saudaveis sem nenhuma evidéncia de doenga subjacente (NELSON; COUTO,
2015). Ja as ITUs complicadas, segundo Martins et al. (2017), podem ocorrer devido
a presencga de alguma lesdo anatémica ou presenga de doengas concomitantes, que
sejam capazes de gerar uma infecgao persistente; infec¢ao recorrente e/ou falhas no
tratamento. Insuficiéncia renal, diabetes mellitus ou hiperadrenocorticismo sao
fatores predisponentes que podem levar a uma ITU complicada, de acordo com
Pressler e Bartges (2010).

Thompson et al. (2011) afirmam que as infec¢bes urinarias recorrentes séao
relatadas com menor frequéncia e geralmente ocorrem juntamente com uma doenga
subjacente e, em alguns casos, chegam a ser assintomaticas. Uma infecgéo
recorrente € evidenciada quando o animal apresenta trés ou mais episodios de
infeccbes por ano (WEESE et al., 2011).

Uma infecgao refrataria € semelhante a uma recidiva, exceto pelo fato de ser
caracterizada por resultados persistentemente positivos a urocultura durante o
tratamento, apesar da suscetibilidade in vifro ao antimicrobiano utilizado, sem
eliminacao da bacteriuria durante ou apds o tratamento (NELSON; COUTO, 2015;
WEESE et al., 2011).

Uma ITU recidivante pode ser provocada pela persisténcia de um agente
bacteriano que nunca foi completamente erradicado, uma cura clinica sem cura
bacteriologica. Este micro-organismo pode ser isolado em um periodo de trés meses
de depuragao aparente da infecgdo. Uma recidiva pode surgir quando um micro-
organismo se aloja na parte profunda dos tecidos, tornando-os inacessiveis aos
antimicrobianos, seja por administragdo de doses subterapéuticas ou por casos de
resisténcias ao antimicrobiano escolhido (NELSON; COUTO, 2015; WESTROPP;
SYKES, 2013).

Ja a bacteriuria subclinica é definida pela presenca de bactérias na urina,
conforme determinado por cultura bacteriana positiva de uma amostra de urina
coletada adequadamente por cistocentese, com auséncia de evidéncias clinicas de

doenca infecciosa do trato urinario (DORSCH et al., 2019).
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2.2 MICROBIOTA ASSOCIADA AS INFECGOES DO TRATO URINARIO

Carvalho et al. (2014) afirmaram que infec¢gdes do trato urinario podem ser
provocadas tanto por bactérias Gram positivo, como: Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. e Enterococcus spp. quanto por Gram negativo.
Aproximadamente 75% dos casos das infecgbes s&o originadas por bactérias Gram
negativo como Escherichia coli, Proteus spp., Klebsiella spp., Pseudomonas spp. e
Enterobacter spp.

2.2.1 Staphylococcus spp.

Staphylococcus spp. sdo cocos Gram positivo, ndo-esporuladas e geralmente
nao-encapsuladas, com aspecto semelhante a um cacho de uvas a microscopia
Gtica. Sao consideradas bactérias comensais da pele e mucosas, podendo se tornar
oportunistas em um quadro de imunossupressao (QUINN et al., 2018; SANTOS et
al., 2007).

Rezende et al. (2019) afirmam que infecgdes do trato urinario inferior
provocadas pela espécie Staphylococcus intermedius, bactéria que produz urease,
faz com que o pH da urina fique mais alcalino, favorecendo a formagao dos urdlitos

de estruvita em cadelas.

2.2.2 Streptococcus spp.

Streptococcus spp. sao bactérias em forma de cocos apresentando-se,
usualmente, em cadeias; Gram positivo, anaerdbias facultativas e fermentativas. Na
maioria das vezes, sdo comensais em membranas mucosas e grande parte das
infecgbes estreptocdcicas sao oportunistas (MAIA, 2016; QUINN et al., 2018).

Bactérias do género produzem fatores hemoliticos e, quando cultivados em
meio soélido contendo sangue, podem ser classificadas como alfa-hemolitica, beta-
hemolitica ou gama-hemolitica. Streptococcus canis € considerado como beta-
hemolitica, sendo responsavel por causar endocardite e infecgdes na pele, em
tecidos moles e no trato urinario em cdes e humanos (HAENNI; LUPO; MADEC,
2018).
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2.2.3 Enterococcus spp.

Enterococcus spp., sdo bactérias em forma de cocos Gram positivos,
apresentando-se em cadeias curtas, anaerobicos facultativos. Foram classificados
como parte do grupo D de estreptococos e fazem parte da microbiota intestinal de
caes. Esses micro-organismos podem ser encontrados em ITU ou infecgdes
teciduais hospitalares de cdes (GREENE; PRESCOTT, 2015).

De acordo com Thompson (2011), bactérias do género Enterococcus spp. sao
mais prevalentes em ITUs persistentes ou recorrentes, juntamente com Escherichia

coli, Klebsiella spp., Staphylococcus spp., Proteus spp. € Pseudomonas spp.

2.2.4 Escherichia coli

Escherichia coli, de acordo com Guimaraes et al. (2017), é o agente
bacteriano isolado com maior frequéncia nas infecgdes urinarias. E um bacilo Gram
negativo, ndo formador de esporos, pertencente a familia Enterobacteriaceae, que
habita principalmente o trato intestinal de humanos e animais, sendo amplamente
distribuida na natureza (MOXLEY, 2013; SOUZA et al., 2016).

Para Quinn et al. (2018), a maior parte das cepas de E. coli ndo provocam
doenga, mas podem gerar infecgdes oportunistas em outros locais como no trato
urinario, em gléndulas mamarias, entre outros. Fatores como idade, estado
imunoldgico, alimentacdo e exposigdo intensa a cepas patogénicas, podem
predispor a uma infeccao.

Cepas de E. coli capazes de gerar infec¢gdes fora do trato intestinal sdo
denominadas Escherichia coli extra-intestinais (EXPEC) e, dentre elas, as que
provocam infec¢des urinarias sédo classificadas as Escherichia coli uropatogénicas
(UPECs). As UPECs expressam alto grau de viruléncia e capacidade de formagao
de microcol6nias ou comunidades bacterianas intracelulares (IBCs). Estas podem
permanecer, principalmente, no interior das células epiteliais da bexiga de
hospedeiros (AQUINO et al., 2017).
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2.2.5 Proteus spp.

Segundo Rocha (2016), Proteus spp. sao bacilos Gram negativo, anaerdbias
facultativas, moveis, com flagelos peritriqueos, que fazem parte da familia
Enterobacteriaceae e sao amplamente distribuidas na natureza. Estas exibem
atividade proteolitica quando estdo sob condi¢cdes de aerobiose e anaerobiose
facultativa. Dentre as propriedades bioquimicas deste género destacam-se a
desaminagao oxidativa de aminoacidos e a habilidade de hidrolisar ureia com a
producao de amodnia e didxido de carbono.

De acordo com Chen et al. (2012), Proteus mirabilis € um dos patégenos
responsaveis por infecgdes do trato urinario, porém, ao contrario dos outros
membros da familia Enterobacteriaceae, P. mirabilis ndo é um micro-organismo que
usualmente gera infec¢gdes do trato urinario em hospedeiros saudaveis, sendo mais

relacionado a ITU complicada.

2.2.6 Klebsiella spp.

De acordo com Podschun e Ullmann (1998), bactérias pertencentes ao
género Kilebsiella sao definidas como bacilos Gram negativo, da familia
Enterobacteriaceae, que podem ser encontradas na agua, solo, plantas e esgoto.
Sao responsaveis por cerca de 6-17% de todas as infec¢des do trato urinario. Ha um
aumento da sua presenga em grupos especificos de pacientes em risco, por
exemplo, pacientes com diabetes mellitus.

Klebsiella spp. € responsavel por produzir urease, que é responsavel por
transformar ureia em amoénia e isso pode lesar o uroepitélio e alterar o pH da urina,
tornando-a mais alcalina, favorecendo assim o desenvolvimento de calculos
urinarios de estruvita (KOENIG, 2015).

2.2.7 Pseudomonas spp.

Quinn et al. (2018) definem bactérias do género Pseudomonas como micro-
organismos Gram negativo, aerdbicos obrigatérios. Pseudomonas aeruginosa € a
principal espécie desse género, sendo encontrada na pele, em membranas mucosas

e em fezes de animais saudaveis.
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P. aeruginosa é um agente bacteriano oportunista e a infecgao ocorre a partir
de uma porta de entrada, como, por exemplo, a presenca de cateter urinario. Esta
produz varias toxinas e enzimas, que promovem invasao e dano tecidual. Acomete
principalmente individuos com o sistema imunolégico comprometido (QUINN et al.,
2018; TENOVER, 2006).

2.2.8 Enterobacter spp.

O género Enterobacter é formado por bactérias fermentadoras de lactose, da
familia Enterobacteriaceae, que produzem colénias mucoides. Esses agentes
bacterianos estdo associados a varias infec¢gdes hospitalares, como pneumonia e
infecgdes do trato urinario e com a contaminacéo de dispositivos hospitalares como
cateteres, sondas e marca-passos (SOARES et al., 2016).

De acordo com Quinn et al. (2018), Enterobacter spp. sdo micro-organismos
oportunistas, que a partir de uma contaminagado fecal do meio contribui para a
ocorréncia de infecgao oportunista.

2.3 TERAPEUTICA DE INFECGOES DO TRATO URINARIO

Para Ferreira et al. (2016), os agentes antibacterianos s&o compostos
naturais ou sintéticos capazes de ocasionar a morte ou inibir o crescimento de
bactérias.

De acordo com Guimardes, Momesso e Pupo (2010), os antimicrobianos
podem ser categorizados em beta-lactamicos (grupo das penicilinas, cefalosporinas,
carbapeninas, oxapeninas e monobactamas), tetraciclinas, aminoglicosideos,
macrolideos, cloranfenicol, lincosamidas, peptidicos ciclicos (glicopeptideos e
lipodepsipeptideos) e estreptograminas. Os antibidticos sintéticos sdo classificados

em sulfonamidas, fluoroquinolonas e oxazolidinonas.
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2.3.1 Farmacos inibidores da sintese da parede celular

2.3.1.1 Beta-lactamicos

Os antibidticos beta-lactamicos atuam na inibicdo da sintese da parede
celular, impedindo a enzima transpeptidase, responsavel por catalisar a
transpeptidacédo das cadeias de peptideoglicanas da parede celular bacteriana, o
que confere rigidez a parede celular (PEREIRA; OLIVEIRA, 2016).

De acordo com Guimaraes, Momesso e Pupo (2010), fazem parte desse
grupo as penicilinas, cefalosporinas, carbapeninas e monobactamas. Estes autores
ainda citam as oxapeninas e sulfoxapeninas como parte desse grupo. Estas inibem
a enzima beta-lactamase, enzima de resisténcia bacteriana, que degrada os beta-

lactamicos.

2.3.1.2 Glicopeptideos e Lipodepsipeptideos

Os glicopeptideos sdo farmacos que inibem a biossintese da parede celular
bacteriana, por meio da ligagdo com a porgao D-alanil, D-alanina da cadeia lateral
do peptideo da subunidade precursora do peptideoglicano. A vancomicina e a
teicoplanina sao farmacos dessa classe, utilizados no tratamento de infecgdes por
bactérias Gram positivo com resisténcia a diversos antibiéticos (GUIMARAES et al.,
2010; KAPOOR; SAIGAL; ELONGAVAN, 2017).

Guimaraes, Momesso e Pupo (2010) afirmam que os lipodepsipeptideos
afetam a permeabilidade da membrana bacteriana e inibem a sintese de acido

pipoteicoico, componente da membrana externa de bactérias Gram positivo.

2.3.2 Farmacos inibidores da sintese proteica

2.3.2.1 Tetraciclinas

Para Maia et al. (2010), o mecanismo de agao das tetraciclinas se baseia na

ligacao destas com um sitio na subunidade 30S do ribossomo bacteriano, impedindo
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a ligagcao do aminoacil-t-RNA no sitio A do ribossomo, evitando assim a adi¢cao de

aminoacidos e, consequentemente, impedindo a sintese proteica.

2.3.2.2 Aminoglicosideos

Segundo Maia (2016), os aminoglicosideos se ligam aos receptores da
subunidade 30S dos ribossomos bacterianos, fazendo com que ocorram erros na
leitura do codigo genético do RNAm. A ligagao incorreta de aminoacidos ao peptideo
inibe a sintese proteica ribossémica. Os aminoglicosideos também podem interferir
no sistema de transporte de elétrons da célula; na degradagdo do RNA; em efeitos

no metabolismo do DNA e na lesdo da membrana celular.

2.3.2.3 Macrolideos, lincosamidas, estreptograminas, cloranfenicol,

oxazolidinonas

Antibioticos das classes dos macrolideos, lincosamidas, estreptograminas e
oxazolidinonas sao classificados como agentes bacteriostaticos, que agem na
ligacdo do RNA ribossdmico 23S da subunidade 50S, interferindo no afastamento da
cadeia peptidica durante a translagdo, bloqueando a biossintese de proteinas
bacterianas (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

O cloranfenicol, de acordo com Maia (2016), € um composto nao-ionizado,
altamente lipofilico, que é capaz de penetrar as células por difusao passiva ou
facilitada. Assim como os farmacos supracitados, este inibe a sintese da proteina

celular, ligando-se a subunidade 50S ou 30S do ribossomo.
2.3.3 Farmacos inibidores da sintese de acidos nucleicos
2.3.3.1 Sulfonamidas
Para Nogueira et al. (2016), as sulfonamidas inibem a formagédo de acido
félico. Estes agentes antimicrobianos impedem a sintese de acido di-hidrofélico, um

pré-folato formado a partir do acido p-aminobenzoico (PABA) e precursores como a
pteridina. As sulfonamidas ainda agem como analogos do PABA, competindo com
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este substrato pela enzima di-hidropteroatosintetase e, desta forma, atuam como

bacteriostaticos.

2.3.3.2 Fluoroquinolonas

De acordo com Hernandez, Mayén e Lopez (2015), as fluoroquinolonas sao
farmacos sintéticos de amplo espectro que inibem a sintese de DNA. Estas agem
diretamente na replicagdo bacteriana, interagindo com as enzimas DNA-girase e
topoisomerase IV, que s&o essenciais para o processo de replicagdo do DNA. A
enzima DNA-girase é a principal em bactérias Gram negativo, enquanto a
topoisomerase IV é mais presente em bactérias Gram positivo (HERNANDEZ;
MAYEN; LOPEZ, 2015; NOGUEIRA et al., 2016).

2.4 RESISTENCIA BACTERIANA A ANTIMICROBIANOS

O uso excessivo e indiscriminado dos antimicrobianos € uma das principais
causas do surgimento de resisténcia bacteriana. A introdu¢do dos antibioticos na
terapéutica constituiu um grande avanco para a saude publica. Entretanto, a
utilizacdo desses farmacos de forma desordenada na prevencdo e tratamento de
doencas, tanto no homem quanto em animais, favoreceu a selecdo de bactérias
resistentes. A prescricdo moderada, a restricdo da comercializagao e utilizacao
desordenada de antibioticos tem sido foco de discussao entre profissionais e 6rgaos
regulamentadores de saude mundiais, devido ao impacto da utilizagdo desses
medicamentos na saude individual e coletiva (OLIVEIRA; MUNARETTO, 2010).

A pressao seletiva de determinados micro-organismos ocorre de acordo com
os principios da teoria de Darwin, ou seja, os individuos com maiores capacidades
de se adaptarem ao meio possuem maiores chances de sobreviverem a
determinados ambientes e deixarem mais descendentes. Sendo assim, em um
ambiente com uma ampla variedade de micro-organismos que sao frequentemente
expostos a agentes antibacterianos pode ser inevitavel a selecdo de micro-
organismos resistentes (NOGUEIRA et al., 2016).

Para Blair et al. (2015), a resisténcia aos antimicrobianos pode ser devido a

certas caracteristicas de algumas espécies bacterianas que podem resistir a agcao de
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certo antibiotico, como resultado de caracteristicas estruturais ou funcionais inerente
de determinada espécie.

Ja de acordo com Costa e Silva Junior (2017), a resisténcia pode ser
adquirida quando ocorrem mutacdes durante a replicacdo celular ou induzidas
através de agentes mutagénicos, como radiagdes ionizantes e ndo ionizantes. Ainda
pode ser devido a aquisicdo de material genético exdégeno presente em outros
micro-organismos que possuem genes de resisténcia, que sao disseminados por
meio de mecanismos de transferéncia génica horizontal, como a conjugagao

bacteriana, a transformacao e a transducéo.

2.4.1 Mecanismos de resisténcia a antibioticos

Segundo Costa e Silva Junior (2017), o uso indevido de farmacos
antimicrobianos pode acelerar o processo de resisténcia, pelo fato de que no
ambiente natural esses farmacos sao produzidos por populagdes microbianas como
ferramenta de competicdo por recursos nutricionais e espaco dentro do ambiente
que ocupam. Os principais mecanismos de resisténcia aos antimicrobianos, de
acordo com a ANVISA (BRASIL, 2007) sao:

2.4.1.1 Alteragao de permeabilidade

A permeabilidade limitada constitui uma das caracteristicas da membrana
celular externa da parede celular, composta por lipopolissacarideos de bactérias
Gram negativo. A permeabilidade da membrana ocorre através de porinas, que
estabelecem canais especificos pelos quais as substancias podem passar para o
espaco periplasmatico e, em seguida, para o interior da célula. A permeabilidade
limitada é responsavel pela resisténcia intrinseca dos bacilos Gram negativo a

penicilina, eritromicina, clindamicina e vancomicina (BRASIL, 2007).
2.4.1.2 Alteragao do sitio de agao do antimicrobiano
Alteragbes no sitio de agcdo onde atua determinado antibi6tico, de maneira a

impedir a ocorréncia de qualquer efeito inibitério ou bactericida, constitui um dos

mais importantes mecanismos de resisténcia. Os micro-organismos podem adquirir
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um gene que codifica uma nova substancia resistente ao antibiético, substituindo o
alvo original. Assim, um gene recém-adquirido pode modificar um alvo, tomando-o

menos vulneravel a determinado antimicrobiano (BRASIL, 2007).

2.4.1.3 Bomba de efluxo

Coletti et al. (2016) afirmam que as bombas de efluxo s&o proteinas
transportadoras envolvidas na expulsdo de substancias toxicas do meio intracelular
para o meio extracelular, sendo conhecidas como mecanismo de resisténcia a

muitas classes de antimicrobianos.

2.4.1.4 Mecanismo enzimatico

A degradacgao dos antibiéticos por enzimas € um mecanismo de resisténcia
bacteriana a antibidticos. As enzimas beta-lactamases hidrolisam a ligagdo amida do
anel beta-lactdmico, destruindo o sitio de ligagdo dos antimicrobianos beta-
lactdmicos com as Proteinas de Ligacdo as Penicilinas (PBPs), local onde
exerceriam seu efeito antibacteriano (BRASIL, 2007).

Bactérias Gram negativo possuem grandes quantidades de enzimas, tendo
varias destas a capacidade de inativar diferentes antimicrobianos beta-lactamicos.
Os genes responsaveis por codificar essas beta-lactamases podem estar sujeitos a
mutagcdes que aumentam a atividade enzimatica e que sao capazes de ser
transferidos facilmente a outras bactérias. Além disso, as betas-lactamases
produzidas por bactérias Gram negativo sao secretadas no espago periplasmatico,
onde podem atuar juntamente com a barreira de permeabilidade da parede celular

externa, produzindo resisténcia significativa aos beta-lactamicos (BRASIL, 2007).
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3 MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 13 amostras bioldgicas de urina de cdes com suspeita
clinica de ITU, cedidas por um laboratério de analises clinicas veterinarias do
municipio de Formiga-MG, no ano de 2019. As amostras foram transportadas em
caixa isotérmica com gelo reciclavel e analisadas no Laboratério de Microbiologia do
UNIFOR-MG. A metodologia aplicada foi uma adaptacdo das metodologias
propostas por Ferreira et al. (2014) e Guimaraes et al. (2017).

As amostras foram inoculadas em caldo “Brain Heart Infusion” - BHI (Kasvi;
Sao José dos Pinhais, Parana), meio nutritivo que propicia o crescimento de
diversos micro-organismos, e incubadas a 36°C por 24-36 horas. Apdés o
crescimento as col6nias foram estriadas em agar “MacConkey” (Laborclin; Pinhais,
Parana), meio seletivo para enterobactérias, bactérias fermentadoras de lactose
formam colbénias réseas nesse meio; e agar “CLED” (Laborclin; Pinhais, Parana),
meio nutritivo, ndo seletivo e diferencial destinado a cultura de urina, esse meio
reduz o crescimento de bactérias do género Proteus spp., devido a baixas
concentracdes de eletrélitos; e incubadas a 37°C por 24 horas.

Posteriormente, as colénias foram identificadas macroscopicamente quanto a
sua morfologia e coloragdo e, em seguida, microscopicamente por meio da
coloracao de Gram e analise em microscopia 6tica de imerséo.

As amostras de urina que apresentaram crescimento positivo em um ou em
ambos os meios de cultura seletivos foram purificadas em agar BHI, ou seja, as
colénias que apresentaram caracteristicas morfolégicas diferentes foram
selecionadas e inoculadas separadamente para, apos crescimento e confirmagao da
pureza da col6énia por meio de repiques, ser realizada a analise do perfil de
susceptibilidade a antimicrobianos. A metodologia utilizada para anélise foi de
acordo com o recomendado pelo CLSI (2016).

A colbnia purificada foi padronizada para 0,5 na escala de McFarland
(correspondente a 108 UFC) em salina (0,85% NaCl) estéril e, em seguida, cada
suspensao bacteriana preparada foi semeada em placa contendo agar “Mueller
Hinton” (Laborclin; Pinhais, Parana) por meio de “swab” estéril. Os discos contendo
os principais antimicrobianos de relevancia para transtornos urinarios no contexto da

clinica médica de pequenos animais: enrofloxacino (05 pg), norfloxacino (10 ug),
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amoxicilina + acido clavulanico (30 pg) e sulfa + trimetropim (25 pg); foram
espalhados de forma equidistante sobre a placa (FURINI et al., 2013).

As placas foram incubadas a 37°C por 24 horas. Os halos ao redor dos discos
foram medidos com auxilio de um paquimetro digital para determinagdo da
sensibilidade ou resisténcia do micro-organismo isolado aquele antimicrobiano de

acordo com o padronizado por CLSI (2016).
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4 RESULTADOS

4.1 Cultura bacteriana

Todas as urinas com suspeita de ITU apresentaram crescimento de pelo
menos um micro-organismo em cultura. Os micro-organismos foram identificados
com base nos resultados descritos pelo laboratério Laborclin, fabricante dos meios
utilizados, juntamente com a analise em microscopia otica (TAB. 1). Dos 13 casos
amostrados, o agente bacteriano Staphylococcus spp. revelou-se predominante,
com oito casos registrados, representando 61,5% das amostras. Outros agentes
bacterianos também foram isolados, entre os quais: a E. coli, com dois casos,
equivalente a 15,4%; o Enterococcus sp., com um caso, equivalente a 7,7% das
amostras; o Streptococcus sp., também com um caso, equivalente a 7,7%; e o
Proteus sp., com um caso, equivalente a 7,7% da amostra. Os valores estao

representados na TAB. 2.

Tabela 1 - Caracteristicas morfolégicas dos agentes bacterianos isolados nas
amostras de urina de cdes com suspeita de ITU

Agentes Bacterianos Caracteristica das Caracteristicas das Caracteristicas do
coldénias em agar coldénias em agar micro-organismo em
“CLED” “MacConkey” microscopia ética
Staphylococcus spp. Colbnias amarelas, N&o houve crescimento ~ Gram positivo, cocos
dimenséao pequena, em arranjo de cachos
meio amarelo de uvas
Escherichia coli Colbnias amarelas, Colbnias roseas, Gram negativo, bacilo
dimenséo grande dimenséao grande
Enterococcus sp. Colbnias amarelas, Nao houve crescimento ~ Gram positivo, cocos
dimenséo pequena, em pares

meio amarelo

Streptococcus sp. Colbnias incolores, N&o houve crescimento  Gram positivo, cocos
dimensdo pequena em cadeias
Proteus sp. Colbnias azuladas, Colbnias incolores, Gram negativo, bacilo
dimenséao grande dimensdo grande

Fonte: A autora, 2020.
Nota: As interpretagbes foram realizadas com base aos resultados descritos pelo fabricante dos
meios de cultura e analise em microscopia otica.
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Tabela 2 - Agentes bacterianos isolados em urocultura de caes

Agentes bacterianos Amostras de urina (%)
Gram positivos

Staphylococcus spp. 8 (61,5%)
Enterococcus sp. 1(7,7%)
Streptococcus sp. 1(7,7%)

Gram negativos

Escherichia coli 2 (15,4%)
Proteus sp. 1(7,7%)
Total 13 (100%)

Fonte: A autora, 2020.

4.2 Perfil de susceptibilidade a antimicrobianos

Quando os micro-organismos foram submetidos ao teste de sensibilidade a
antimicrobianos, a porcentagem de resistentes a cada um dos agentes
antimicrobianos foi de: 46,1% a enrofloxacino, a norfloxacino e a sulfa + trimetropim
e 23,1% a amoxicilina + acido clavulanico. A porcentagem para micro-organismos
sensiveis para cada um dos antimicrobianos foi de: 53,8% a enrofloxacino e a sulfa
+ trimetropim, 46,1% a norfloxacino e 61,5% a amoxicilina + acido clavulanico. Ja a
porcentagem para micro-organismos com resisténcia intermediaria foi de: 7,7% a
norfloxacino e 15,4% a amoxicilina + acido clavulanico. Os valores estao

representados na TAB. 3.

Tabela 3 - Porcentagem de micro-organismos sensiveis, resistentes e com

resisténcia intermediaria para cada antimicrobiano

Antimicrobiano Amostras Amostras com Amostras
sensiveis resisténcia resistentes
intermediaria
Enrofloxacino (5 pg) 7 (53,8%) - 6 (46,1%)
Norfloxacino (10 ug) 6 (46,1%) 1(7,7%) 6 (46,1%)
Amoxicilina + acido clavulanico (30 ug) 8 (61,5%) 2 (15,4%) 3 (23,1%)
Sulfa + trimetropim (25 pg) 7 (53,8%) - 6 (46,1%)

Fonte: A autora, 2020.
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4.2.1 Susceptibilidade de Staphylococcus spp. aos antimicrobianos

O Staphylococcus spp. foi o agente bacteriano com maior numero de casos
isolados em cultura, para os quais foram testados no total, quatro agentes
antibacterianos diferentes. Das oito amostras, cinco apresentaram sensibilidade aos
antimicrobianos enrofloxacino (62,5%), amoxicilina + acido clavulanico (62,5%) e
sulfa + trimetropim (62,5%); ja em relagdo ao antimicrobiano norfloxacino, quatro
amostras (50%) apresentaram sensibilidade. Trés amostras apresentaram
resisténcia a enrofloxacino (37,5%), a amoxicilina + acido clavulanico (37,5%), a
norfloxacino (37,5%) e a sulfa + trimetropim (37,5%). Uma amostra apresentou

resisténcia intermediaria a norfloxacino (12,5%).

4.2.2 Susceptibilidade de Escherichia coli aos antimicrobianos

A E. coli apresentou dois casos de isolamento em cultura, para os quais foram
testados no total quatro agentes antibacterianos diferentes. As duas amostras de E.
coli apresentaram resisténcia intermediaria a amoxicilina + acido clavulanico (100%)
e as duas amostras apresentaram resisténcia a enrofloxacina (100%), a norfloxacina
(100%) e a sulfa + trimetropim (100%).

4.2.3 Susceptibilidade de Enterococcus sp. aos antimicrobianos

O Enterococcus sp. apresentou um caso de isolamento em cultura, para os
quais foram testados no total quatro agentes antibacterianos diferentes. A amostra
foi sensivel a amoxicilina + acido clavulanico (100%), a amostra também apresentou
resisténcia a enrofloxacina (100%), norfloxacina (100%) e sulfa + trimetropim
(100%).

4.2.4 Susceptibilidade de Streptococcus sp. e Proteus sp. aos antimicrobianos

Assim como o Enterococcus sp., o Streptococcus sp € Proteus sp.
apresentaram somente um caso de isolamento em cultura, para os quais foram
testados no total quatro agentes antibacterianos diferentes. As amostras de

Streptococcus sp. e de Proteus sp. foram sensiveis aos antimicrobianos
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enrofloxacino (100%), norfloxacino (100%), amoxicilina + acido clavulanico (100%) e

sulfa + trimetropim (100%).
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5 DISCUSSAO

No presente estudo os agentes bacterianos Gram positivos (Staphylococcus
spp., Enterococcus sp. e Streptococcus sp.) foram isolados com maior frequéncia,
esses resultados foram semelhantes ao estudo realizado por Silva et al. (2018).
Staphylococcus spp. foi 0o agente bacteriano isolado com maior frequéncia na
urocultura, discordando com a maior parte da literatura e estudos realizados nos
ultimos anos, que demonstraram uma maior prevaléncia para a E. coli e
Staphylococcus spp. como o segundo agente isolado com maior frequéncia
(CARVALHO et al., 2014; FERREIRA et al., 2014; FURINI et al., 2013; GUIMARAES
et al., 2017; MAIA, 2016; THOMPSON et al., 2011; VIEIRA et al., 2020; WEESE et
al., 2019).

Staphylococcus spp. sdo comensais da pele e podem ser encontrados em
mucosas do trato respiratério superior, urogenital inferior e intestinal. Bactérias do
género podem ser responsaveis por provocar cistite. Em cées, boa parte dos
calculos de estruvita sdo induzidos por processos infecciosos, geralmente por
Staphylococcus spp. Estes sdo capazes de hidrolisar ureia para formar amoénia e
dioxido de carbono e essa reagcao aumenta o pH da urina e disponibiliza 0 amdnio
para formar cristais de fosfato de magnésio e aménio (QUINN et al., 2005; WEESE
et al., 2019).

O segundo agente isolado nesse estudo com maior frequéncia foi a E. coli.
Diversos estudos afirmam que a E. coli € um patégeno frequentemente isolado em
cdes com algum tipo de infecgdo do trato urinario. A maioria das cepas de E.
coli extra-intestinais pertencem aos grupos filogenéticos B2 e D, e estes patdgenos
possuem varios fatores de viruléncia como: fatores capsulares, citotoxinas, fatores
de invaséao e sideroforos, que permitem uma maior chance de causarem algum tipo
de ITU. (CLERMONT; BONACORSI; BINGEN, 2000; GUIMARAES et al., 2017;
MARTINS et al., 2017; ROBERTS; WHITE; LAM, 2019; THOMPSON et al., 2011).

Enterococcus sp., Streptococcus sp. e Proteus sp. também foram isolados
com uma menor frequéncia, assim como na maioria dos estudos (CARVALHO et al.,
2014; FERREIRA et al., 2014; FURINI et al., 2013; GUIMARAES et al., 2017;
ROBERTS; WHITE; LAM, 2019).

Em relagédo ao teste de susceptibilidade aos antimicrobianos, a amoxicilina +

acido clavulanico apresentou maior sensibilidade dentre as amostras testadas, o que
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indica uma possivel melhor eficiéncia deste antimicrobiano no tratamento de
infecgdes do trato urinario. Ja em relacdo aos niveis de resisténcia, os
antimicrobianos enrofloxacino, norfloxacino e sulfa + trimetropim apresentaram
resultados menos satisfatérios. Segundo Olin e Bartges (2015), tanto micro-
organismos Gram positivo quanto Gram negativo possuem grandes chances de
desenvolverem resisténcia a enrofloxacino, norfloxacino, sulfa + trimetropim, por
serem amplamente utilizados na rotina de clinicas veterinarias para o tratamento de
ITUs. Algumas amostras apresentaram nivel intermediario de resisténcia, o que
significa que a eficacia do antimicrobiano ao micro-organismo isolado pode ser
inferior comparado ao isolado sensivel, nesse caso as dosagens convencionais do
antimicrobiano utilizado podem n&o apresentar uma melhor eficacia. (CLSI, 2016).

Todos os antimicrobianos testados apresentaram resultados satisfatorios para
infeccbes do trato urinario provocadas por Staphylococcus spp., que apresentou
62,5% de sensibilidade para enrofloxacino, amoxicilina + acido clavulanico e sulfa +
trimetropim e 50% para norfloxacino. Esses resultados foram semelhantes aos do
estudo feito por Silva et al. (2018). Uma das amostras desse agente bacteriano
apresentou resisténcia intermediaria para norfloxacino, o que, de acordo com o CLSI
(2016), pode significar que seja, para esse caso, necessaria a utilizacdo de uma
dose maior que a normal para um tratamento eficaz a base do antimicrobiano em
questao para tal agente etioldgico. Os resultados das amostras resistentes podem
ser devido ao uso continuo e muitas vezes, inadequado, desses antimicrobianos,
resultando no surgimento de bactérias resistentes ao longo do tempo (CARVALHO
etal., 2014).

Os antimicrobianos enrofloxacino, norfloxacino e sulfa + trimetropim
apresentaram amostras de E. coli com 100% de resisténcia, estes resultados
diferem dos estudos realizados por Carvalho et al. (2017) e Vieira et al. (2020). Para
estes autores o aumento de resisténcia a sulfa + trimetropim é devido ao uso
rotineiro deste antimicrobiano para o tratamento de ITUs. Segundo Olin e Bartges
(2015), a utilizacdo de antimicrobianos da classe das fluoroquinolonas para o
tratamento empirico de ITUs vem contribuindo para o desenvolvimento de
resisténcia de E. coli. Uma das amostras apresentou resultado intermediario para
amoxicilina + acido clavulanico, podendo necessitar de uma dose maior que a
convencional, assim como no caso da amostra de Staphylococcus spp. que

apresentou padrao similar.
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Quanto aos resultados dos testes de susceptibilidade aos antimicrobianos
para Enterococcus sp.; enrofloxacino, norfloxacino e sulfa + trimetropim
apresentaram 100% resisténcia da amostra testada, esses resultados foram
semelhantes ao descrito por Weese et al. (2019). Esse micro-organismo revelou-se
100% sensivel a amoxicilina + acido clavulanico, resultado esse semelhante ao
encontrado por Guimaraes et al. (2014), onde 75% dos casos isolados deste género
microbiano envolvido em ITUs foram susceptiveis a amoxicilina + acido clavulanico,
0 que significa que este agente antibacteriano pode ser eficaz em |ITUs causadas
por Enterococcus spp.

Todos os antimicrobianos testados apresentaram resultados eficazes para o
tratamento de ITUs por Streptococcus sp. e Proteus sp., tendo em vista que tais
amostras apresentaram 100% de sensibilidade nos resultados do teste de
susceptibilidade aos antimicrobianos.

Vale ressaltar que os padroes de prevaléncia de determinados micro-
organismos e seu perfil de resisténcia podem variar entre os estudos de acordo com
a regiao geografica onde sao realizados, da pratica clinica exercida ou da frequéncia
que sao realizados (MAIA, 2016).

A urocultura e o teste de suscetibilidade devem ser realizados em todos os
casos, para confirmar a presenca de infeccao, identificar a presenca de micro-
organismos resistentes, que podem ou ndo responder a terapia inicial, além de
ajudar a diferenciar os tipos de infecgbes e fornecer ao médico veterinario
orientagdes sobre 0s micro-organismos mais comuns que causam ITU, seus
padrdes de suscetibilidade e estabelecer de um diagndstico definitivo e escolha do
antimicrobiano mais adequado (FURINI et al., 2013; WEESE et al., 2011).
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6 CONCLUSAO

Conclui-se que o Staphylococcus spp. foi o agente bacteriano mais
comumente isolado em urinas de caes com suspeita de infecdo do trato urinario
(ITU) e que o agente antimicrobiano com menores niveis de resisténcia relativo aos
diversos micro-organismos isolados foi amoxicilina + acido clavulénico. Com isso,
enfatiza-se a importancia da realizacdo da urocultura e do antibiograma antes da
prescricdo de antimicrobianos, uma vez que 0s micro-organismos isolados
apresentaram susceptibilidades variaveis aos diferentes agentes antimicrobianos
testados. Assim, direciona-se um melhor tratamento, diminui-se custos e efeitos
colaterais de terapias prolongadas que possam ser ineficazes. Ainda, a confirmacéao
da identificagdo do micro-organismo e uma terapéutica correta reduzem as chances
da aquisicdo de resisténcia microbiana aos antimicrobianos de eleicdo para um

determinado tratamento.
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