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RESUMO

PARRA, B.M. Avaliacdo dos agentes causadores de infec¢cdo urinaria em fémeas
suinas. 2022. 89 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, 2022.

As infeccdes urinarias causam grandes prejuizos econdmicos a suinocultura, seja
com gastos medicamentosos, descarte de matrizes ou mortalidade dos animais. No
Brasil, os estudos recentes envolvendo a identificacéo e caracterizagdo molecular das
estirpes bacterianas e fungicas nas infec¢des urinarias dos suinos sédo escassos, bem
como avaliacbes sobre a resisténcia destes microrganismos aos agentes
antimicrobianos. O presente estudo teve por objetivos isolar e identificar as diferentes
espécies bacterianas e fungicas associadas a infec¢do urinaria na espécie suina,
realizar o exame anatomopatolégico do rim e da bexiga dos animais avaliados,
caracterizar os fatores de viruléncia, e determinar o padrdo de resisténcia a
antimicrobianos em estirpes de Escherichia coli isoladas. A partir dos 92 animais
estudados foi identificada uma ampla variedade de espécies bacterianas em fémeas
com presenca e auséncia de lesdo compativel com quadro de infec¢do urinaria em
bexiga e rim. Entre os principais agentes identificados estdo Escherichia coli,
Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Klebsiella pneumoniae e Corynebacterium
amycolatum. As estirpes de E. coli apresentaram diversos fatores de viruléncia
associados ao patotipo EXPEC, e mais de 91% delas foram consideradas
multirresistentes. Os resultados obtidos serdo de grande importancia no controle
destas infec¢cdes nos sistemas intensivos de producdo e na conscientizagdo dos
veterinérios e produtores sobre 0 uso consciente de antimicrobianos em producgéo de

suinos.

Palavras-chave: infeccdo urinaria, fémeas suinas, isolamento, MALDI-TOF MS,

lesdes.



ABSTRACT

PARRA, B.M. Evaluation on the agents causing urinary infection in sows. 2022.
89 p. Thesis (Ph. D) — College of Veterinary Medicine and Animal Science, University
of S&o Paulo, 2022.

Urinary infections cause great economic losses to pig farming, whether with
antimicrobial costs, disposal of sows or animal mortality. In Brazil, recent studies
involving the identification and molecular characterization of bacterial and fungal
strains of swine urinary infections are scarce, as well as the assessments of the
antimicrobials resistance of these microorganisms. The present study aims to isolate
and identify the different bacterial and fungal species associated with swine urinary
infection, perform the anatomopathological examination of the kidney and bladder of
the evaluated animals, characterize the virulence factors in isolated Escherichia coli
strains, and determine the antimicrobial resistance patterns of the most frequent
bacterial species. From the 92 animals studied, a wide variety of bacterial species was
identified in females with the presence and absence of lesions compatible with urinary
tract infection in the bladder and kidney. Among the main agents identified are
Escherichia coli, Enterococcus spp., Staphylococcus spp., Klebsiella pneumoniae and
Corynebacterium amycolatum. E. coli strains showed several virulence factors
associated with EXPEC pathotype, and more than 91% of them were considered
multidrug-resistant. The results obtained will be of great importance in the control of
these infections in intensive production systems and in the awareness of veterinarians

and producers about the conscious use of antimicrobials in pig production.

Keywords: urinary infections, sows, isolation, MALDI-TOF, injuries.
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1. Introducéao geral

A carne suina é a mais consumida mundialmente e o Brasil apresenta-se em
quarto lugar na producdo mundial (USDA, 2019). A producdo no pais cresce
anualmente, com destaque para a regido Sul, em que se concentra grande parte da
producdo nacional (MAPA, 2019). Os dados demonstram que a producéo brasileira
de carne suina alcancou um total de 4,5 bilhdes de toneladas em 2020 (FAO, 2021).

O aumento na produtividade observada pelo setor nos ultimos 40 anos esta
associado a fatores como o desenvolvimento sanitario e genético, otimizacdo da
nutricdo, do manejo e ao aperfeicoamento do sistema produtivo. Porém, a maior
eficiéncia do sistema também apresenta relacdo com aumento na ocorréncia de
doencas multifatoriais, associada entre outros fatores, a maior suscetibilidade de
animais melhorados geneticamente.

Entre essas doencas, destacam-se as infeccfes das vias urinérias, as quais
afetam principalmente fémeas suinas adultas. O quadro ocorre com maior prevaléncia
em sistemas de criacao intensiva e ocasiona perdas econdmicas expressivas, sendo
0s principais custos associados a reducdo nos indices reprodutivos, gastos com
medicamentos e assisténcia técnica, maior taxa de descarte e mortalidade de fémeas.

Essas infeccbes ocorrem em consequéncia da coloniza¢do das vias urinarias
por microrganismos patogénicos. Além disso, por se tratar de uma doenca
multifatorial, condicbes de manejo, alimentacéo e instalacdo também se apresentam
como fatores de risco para sua ocorréncia. Portanto, praticas de manejo adequadas,

higiene e alimentacdo de qualidade representam formas de prevencao da doenca.
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Quanto aos patdgenos descritos nesses quadros, observa-se que 0s principais
sdo Escherichia coli, Streptococcus spp., Staphylococcus spp. e Klebsiella spp.
Escherichia coli tem apresentado maior relevancia nas infec¢des urinarias, devido a
presenca de estruturas denominadas fimbrias, que permitem sua fixacdo ao trato
urinario, favorecendo a colonizac¢&o dos tecidos. E um agente oportunista que coloniza
a microbiota intestinal em suinos, mas, quando tem as ferramentas e condicbes
necessarias, ascende para as vias urinarias causando infeccao.

A literatura relacionada aos patdgenos que ocasionam infeccao urinaria em
suinos é escassa e pouco atualizada, sendo necessario mais estudos a respeito desse
tema. Além disso, é necessario compreender a fisiopatologia e fatores de risco
associados a infeccao, para prevenir o quadro.

Tendo em vista esta lacuna na pesquisa de agentes infecciosos relacionados
a infeccdes urinaria em suinos e seu de potencial impacto em sadde publica, por se
tratar muitas vezes de agentes zoonoticos e multirresistentes a antimicrobianos, a
proposta deste estudo foi identificar os patdgenos presentes no trato urinario em um
grupo de fémeas suinas, com e sem infeccdo urinaria, e caracterizar os isolados de
Escherichia coli quando ao padrao de viruléncia e de resisténcia a antimicrobianos de

uso frequente nessa espécie animal.
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2. CAPITULO 1: Caracterizagdo de patdégenos bacterianos isolados do trato
urinario de fémeas suinas: cultura, espectrometria de massa MALDI-TOF e

exame anatomopatolégico do rim e bexiga.

2.1 Revisao de literatura

A infeccao urinaria € definida pela colonizacdo de microrganismos patogénicos
nas vias urinarias. A infeccdo esta diretamente ligada ao manejo, alimentacéo,
instalacdes e condicdo do animal. Mas condicfes de higiene, problemas no aparelho
locomotor, qualidade e quantidade de agua ingerida, idade da fémea e traumatismos
sao alguns dos fatores de risco para o desenvolvimento da doenca (SOBESTIANSKY
et al., 2007).

Na suinocultura, as infeccbes do trato urinario (ITU) se destacam pela alta
frequéncia, e pelos prejuizos financeiros associados. O prejuizo € consequente do
impacto negativo nos indices zootécnicos, do acréscimo nos gastos com medicacdes
e da mortalidade de animais. Além disso, a ITU na matriz estd entre as principais
causas de quedas nos indices reprodutivos, comprometendo o estado de saude das
fémeas e levando ao aumento no indice de reposi¢cao do plantel, sendo apontada como
uma das doencas que mais geram perda econdmica no rebanho (SOBESTIANSKY,
2007). Portanto, o status sanitario do trato urinario das fémeas suinas interfere
diretamente nos resultados de prolificidade destas, o que influencia o desempenho

reprodutivo do plantel.
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Essa infeccdo, na maioria das vezes, € subclinica e os produtores ndo fazem a
conexao entre o aparecimento dessa enfermidade com complicacdes reprodutivas do
rebanho (MEISTER et al., 2006). Sabe-se que para cada porca diagnosticada como
positiva para infeccao urinaria, existem de 2 a 4 que apresentam a enfermidade e nao
sao diagnosticadas (SOBESTIANSKY et al., 1999).

Quando a infeccao esta localizada apenas nas vias do trato urinario inferior, o
qguadro é denominado cistite. Quando ha comprometimento também das vias do trato
urinario superior, o quadro é denominado pielonefrite. A ITU do trato inferior € mais
frequente e pode apresentar auséncia de sinais clinicos. Sendo assim, a verificacdo
de microrganismos na urina € um sinal caracteristico de infec¢ao urinaria, mesmo sem
a presenca de manifestacdes clinicas no animal (BREITFELLNER, 1972; MADEC E
DAVID, 1983).

A triade formada pelo agente etioldgico, hospedeiro e meio ambiente influencia
no desenvolvimento da enfermidade, sendo a melhoria das condi¢cdes higiénico
sanitarias ligada ao manejo de suma importancia para a prevencao de infeccao
urinaria em matrizes suinas, uma vez que a higienizacao incompleta ou incorreta das
instalacdes favorece a infeccdo (MERLINI, 2011).

A prevaléncia de ITU é elevada nos sistemas de criacdo intensiva e resulta em
perdas econémicas expressivas, causadas por efeitos negativos na reprodu¢ao, como
maior taxa de retorno ao cio, reducao no numero de leitbes desmamados/porca /ano,
reducdo da taxa de fertilidade e maior numero de dias ndo produtivos. Outras
consequéncias séo observadas, incluindo aumento da taxa de descarte de matrizes e
da taxa de ocorréncia de mastite, e aumento nos indices de ocorréncia de anestro

(SOBESTIANSKY et al., 2007).
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Dentre os fatores de risco que predispdem a ocorréncia da ITU, apresenta
relevancia a anatomia da fémea suina, cujas vias urinarias sdo anatomicamente
desprotegidas, quando comparada as de machos. Além disso, o0 comprimento uretral
€ menor e a largura maior, fazendo com que essas vias apresentem maior exposi¢ao
a contaminacédo por bactérias oriundas principalmente das microbiotas vulvar e retal
(SOBESTIANSKY et al., 1999).

Tais condicbes, correlacionadas aos fatores predisponentes, facilitam o
aparecimento de um quadro de cistite (DALLA COSTA; SOBESTIANSKY, 1999). Nas
criacdes suinas atuais, devido a intensificacdo na producao, a vulva das matrizes esta
constantemente em contato com as fezes, contribuindo para a infeccdo. Essas
fémeas, quando alojadas em gaiolas, permanecem um longo periodo sentadas ou
deitadas sobre as fezes, facilitando a ascensdo desses microrganismos nas vias
urinarias (SOBESTIANSKY et al., 1999).

Estudos apontam que fémeas gestantes sujeitas a ma higiene por mais de
cinco dias podem apresentar uma elevada quantidade de bactérias urinarias
(SOBESTIANSKY et al., 1999), favorecendo a ocorréncia da patologia. Ainda, as
fémeas com doenca nos cascos permanecem muito tempo deitadas, devido ao
incbmodo causado pela dor, o que além de levar ao maior contato com patdgenos,
também altera a quantidade de racdo consumida e a frequéncia de ingestao de agua.

Segundo Sobestiansky et al. (1995), a diminuicdo na ingestao de agua resulta
em uma baixa frequéncia de miccao, além de retencédo de urinaria, favorecendo o
crescimento bacteriano. A quantidade de agua consumida pelas matrizes depende
das condicbes em que 0s animais se encontram, sendo que a analise de
determinantes é fundamental para garantir a ingestao adequada. Esses determinantes

incluem: temperatura da éagua, fluxo nos bebedouros, componentes da agua,
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palatabilidade, tipo de instalacdo, temperatura ambiente, fase do ciclo reprodutivo,
forma e frequéncia de arragcoamentos, taxa de umidade das racdes e estado de saude
geral dos animais.

Agua com pH &cido e alta taxa de nitrito representa um fator de risco a infecgéo
urinaria. Nao obstante, a composicdo da racdo também pode estar relacionada a ITU,
visto que podera haver aumento na quantidade e frequéncia de eliminacao das fezes,
dificultando a higienizacéo das baias e favorecendo a contamina¢éo microbiana.

Sistemas de producdo em que o manejo de arragoamento € realizado pelo
menos duas vezes ou mais ao dia incentivam a fémea a se levantar mais vezes e
urinar, diminuindo a ocorréncia de desenvolvimento bacteriano (MERLINI; MERLINI,
2011). Realizar um manejo das matrizes de modo a estimular as matrizes a se
levantarem varias vezes ao dia, aproveitando os periodos de arracoamento, deteccao
de cio, limpeza das instalacdes, inseminacéo artificial e outros, favorece o consumo
de agua e a frequéncia de miccdo (KOLLER et al., 2006), sendo recomendado na
prevencao de infeccéo urinaria.

Segundo Brito et al. (2004), os principais microrganismos envolvidos com maior
frequéncia nas infeccBes urinarias sdo a Escherichia coli, Streptococcus spp.,
Staphylococcus spp. e Klebsiella spp. Dentre eles, a Escherichia coli € o de maior
relevancia apresentando alto grau de associacédo aos casos de infecc&o urinaria no
Brasil.

Em um estudo recente, foram analisadas 300 amostras de urina de matrizes
com sinais clinicos de infec¢cdo urinaria, sendo observado resultado positivo para
isolamento de E. coli em 98 amostras (32%) (SPINDOLA et al., 2018). Outros estudos

indicam que essa bactéria é responsavel por aproximadamente 27% das ocorréncias
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em Minas Gerais (REIS et al., 1992) e 48,13% na regido Sul, onde predominam as
criacoes suinas (MENIN et al., 2008).

Outros microrganismos associados a ITU sdo as espécies do género
Streptococcus. Estas vivem habitualmente na mucosa do trato respiratorio superior e
no trato urogenital inferior e sdo sensiveis ao ambiente, sobrevivendo por pouco
tempo fora do hospedeiro, mas podem causar infeccdo urinaria como patégenos
oportunistas (QUINN et al., 2005). As espécies do género Staphylococcus também
sdo encontradas nas mucosas do trato respiratério e urogenital, além do trato
digestivo. Diferentemente da espécie citada anteriormente, sdo mais estaveis ao meio
ambiente e assim, acabam causando infeccfes quando associados a uma baixa
supressao ou ocorréncia de traumas (QUINN et al., 2005).

O género Klebsiella, por sua vez, estd mais relacionado as infeccdes
oportunistas, podendo ser encontrado em diversas regiées anatébmicas. A propagacao
fecal do meio ambiente é um dos fatores mais frequentes para a contaminacao por
essa bactéria, além de possuir algumas particularidades que permitem invadir 0s
mecanismos de defesa do hospedeiro (QUINN et al., 2005). Este género pode
colonizar o trato urinario de maneira isolada, ou entdo associado a outros agentes
microbianos. O uso incorreto de antimicrobianos com espectro de acao reduzida, pode
estar correlacionado a contaminacdo simultdnea de mais de um microrganismo
(SOBESTIANSKY et al., 1995).

Os principais sinais clinicos associados com as vias urinarias sdo: descarga
vulvar (mucoide, muco hemorragica ou purulenta) normalmente observada apos a
micgao; vestigios de descarga vulvar, em que se verifica um contetdo ressecado nos
labios vulvares ou em regido proxima; e alteragdes quimicas, fisicas e bacterioldgicas

da urina (SOBESTIANSKY et al., 1995).
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Verifica-se também aumento na taxa de repeticdo do cio e queda do apetite
das fémeas lactantes, além de maior mortalidade e reducdo do ganho de peso na
leitegada (MAYRINK, 2005). Sinais clinicos como perda de peso, apatia, anorexia,
hipogalaxia, agalaxia, taquicardia, hipertermia, cianose, urina turva, polipneia, ataxia,
relutancia para se levantar, troca constante dos membros de apoio e alteracdes na
pele também podem ser observados. Em alguns casos, o quadro ocasiona também a
morte do animal (BRITO et al., 2004).

O diagnéstico inicial € observado através da analise dos animais no momento
da miccdo, que deve ser realizada diariamente no manejo das fémeas. As alteracdes
observadas podem incluir dificuldade ao urinar causada pela dor, presenca de
granulos na urina, odor caracteristico e aspecto turvo da urina. Além disso, € possivel
a utilizacdo de fitas reagentes para analise urinaria que irdo determinar parametros
como pH, nitrito, proteinas, sangue e sedimentos.

Para um diagnéstico definitivo, deve-se realizar a contagem do numero de
unidades formadoras de colénia (UFC), a identificacdo dos agentes envolvidos e a
realizacdo do antibiograma (MAYRINK, 2005), além da realizacdo do exame
anatomopatoldgico para fins de comparacédo. Estudos apontam que para a verificacao
da prevaléncia da infeccdo urinaria nos suinos, recomenda-se realizar exames de
urina em um minimo de 10% das fémeas do plantel, observando as manifestacdes
clinicas da infecgé@o urinaria e verificando os indices de produtividade das matrizes
(DALLA COSTA; SOBESTIANSKY, 1999).

Além disso, é recomendado que as amostras sejam referentes a primeira urina
do animal no dia, verificadas nas primeiras horas da manha e anteriormente a oferta
da racdo (SOBESTIANSKY et al., 1995; ALBERTON et al., 2000). Durante a noite, o

animal costuma ingerir 4gua e urinar com menos frequéncia, fazendo com que a urina
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da manhd esteja mais concentrada e ideal para a realizacdo dos exames
(SOBESTIANSKY et al., 1995; ALBERTON et al., 2000).

A infeccdo urinaria apresenta aspectos fisicos e quimicos individuais que
podem auxiliar no diagndstico. Algumas das caracteristicas fisicas verificadas séo
alteracdes de cor, odor e turbidez da urina (PORTO et al., 2003). As fémeas com
infeccdo urinaria costumam apresentar uma urina com coloracdo amarelo escuro
(PORTO et al., 2003). Por outro lado, alguns estudos também mostraram uma
coloracdo amarelo clara nesses animais (ALBERTON et al.,, 2000), indicando ser
apenas um parametro da concentracdo da urina dependente da quantidade de
ingestao de agua diaria.

A alteracdo de odor ocorre devido a capacidade da bactéria em transformar
nitrato em nitrito, caracterizando um odor amoniacal (ALBERTON et al., 2000; COLES,
1989). Ainda na avaliacéo fisica, a turbidez da urina acontece pela presenca de
células, bactérias, pus ou sangue, precipitacdo de cristais e sais na bexiga (PORTO
et al., 2003).

Nos exames quimicos da urina, por sua vez, pode-se determinar os valores de
pH, densidade e presenca de sague e nitrito na urina utilizando fitas reagentes
comerciais (PORTO et al., 2003). Na verificacdo do pH da urina, um valor alcalino
representa um indicativo relevante para o diagnostico de infeccdo bacteriana
(SOBESTIANSKY et al., 1995).

Além disso, pode ser observado presenca de proteina na urina de origem
fisiologica, sendo necessaria a analise de outros parametros simultaneos para a
confirmacédo de infeccdo urinaria (SOBESTIANSKY et al.,, 1999). Também, a
proteindria pode aparecer em consequéncia do aumento da permeabilidade

glomerular (ALBERTON et al., 2000).
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Pode-se realizar uma classificacdo do rebanho quanto ao impacto e
prevaléncia de infeccdo urinaria em trés niveis (graus 1, 2 ou 3). A categorizacao
ocorre da seguinte forma: (grau 1) para rebanhos com problema leve, com indices
menores de 15%; (grau 2) para rebanhos com problema grave e em evolucéo,
apresentando um indice de 16 a 25%; e (grau 3) para rebanhos com problema crénico
e muito grave, com uma taxa de mais de 25% de prevaléncia (MAYRINK, 2005;
DALLA COSTA; SOBESTIANSKY, 1999).

Para diagnostico diferencial, deve-se descartar quadros de metrite e vaginite,
gue podem apresentar manifestacdes clinicas similares a ITU (SILVEIRA et al., 2006).
Exames histologicos permitem obter o grau de inflamacdo do tecido estudado,
possibilitando assim um diagndéstico mais preciso. Segundo Nielsen et al. (2019), o
exame histoldgico da bexiga em fémeas suinas com ITU revela grandes quantidades
de bactérias associadas a mucosa epitelial da bexiga.

Ha também, estudos experimentais anteriores que mostraram um aumento da
gravidade das lesdes histoldgicas nos rins apos a infeccéo urinaria em fémeas suinas
(ISLING et al., 2011). Porém, as bactérias ficam localizadas principalmente em areas
discretas na superficie luminal da bexiga, sem apresentar distribuicdo aleat6ria no
epitélio da bexiga. Entre essas areas ha grandes regibes sem nenhuma bactéria
detectavel, o que dificulta a localizacdo de areas colonizadas, tornando necessario

cautela na consideracao desse tipo de exame.

As condi¢cbes ambientais e o manejo diario de uma granja contribuem de forma
significativa para a prevaléncia de infeccdo do trato urinario no rebanho. Assim, o
estabelecimento de um programa de controle e prevencdo requer uma analise

detalhada das condicbes em que o plantel se encontra. Ainda, € necessario a
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realizacdo de exames laboratoriais para definir medidas mais efetivas
(SOBESTIANSK et al., 1999).

Segundo Koller et al. (2006), os fatores de risco devem ser minimizados através
de medidas como a reducéo da contaminacao vulvar, aumento da ingestao de agua e
consequentemente um aumento das micgdes diarias, além da utlizacdo de
medicamentos indicados para o tratamento de infeccdo urinaria. A implementacéo de
um protocolo de inseminacéo artificial contribui para a prevencao da transmissao de
A. suis no momento da cobertura e evitam a ocorréncia de cistite causada por esse
microrganismo (MAYRINK, 2005). Estudos apontam que o controle através da oferta
de racao contendo cloreto de amoénia, vitamina C e 4cidos organicos podem auxiliar
na inibicdo do crescimento de algumas bactérias responsaveis pela infeccdo urinaria,
além de aumentar a ingestédo hidrica (KOLLER et al., 2006).

Para o tratamento do rebanho, deve-se escolher um antimicrobiano com acao
efetiva sobre o microrganismo responsavel pela cistite e sem toxicidade para o
sistema renal (KOLLER et al., 2006). Para o tratamento individual, deve-se escolher
antibioticos de longa acao e € recomendada a realizacdo de um antibiograma para
uma melhor acuracia (MAYRINK, 2005; SILVEIRA et al., 2006). A elaborac&do de um
tratamento coletivo é feita quando a taxa de infeccdo urinaria em fémeas afeta mais
de 16% do rebanho (DALLA COSTA; SOBESTIANSKY, 1999).

Nesse capitulo do estudo serdo apresentados os resultados das culturas
obtidas a partir do trato urinario de fémeas suinas necropsiadas apresentando ou nédo

quadro histopatolégico de cistite e/ou pielonefrite.
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2.2 Objetivos

Isolar e identificar os agentes microbianos presentes em bexiga e rins de

fémeas suinas e avaliar os tecidos por meio do exame anatomopatoldgico.

2.3 Material e métodos

2.3.1 Material

Foram avaliadas amostras de trato urinario de 92 fémeas suinas apresentando
morte subita provenientes de uma propriedade com rebanho de 18.000 matrizes, em
ciclo completo, localizada no centro-oeste brasileiro. Ao todo foram analisadas 92
amostras de suabe de bexiga e 46 suabes de rim. As amostras foram coletadas a
necropsia, de forma asseptica, apds a morte desses animais. Apos a coleta, os suabes
foram acondicionados em tubos plasticos contendo meio de transporte Stuart e
mantidos sob refrigeracéo (4°C) até a chegada ao laboratério de Sanidade Suina da
FMVZ/USP para o processamento. Foram coletados também fragmentos da bexiga e

do rim dos animais, para a analise histopatoldgica.
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Figura 1 — Exemplos de bexiga avaliadas apresentando diferentes graus de leséo

macroscopica (Fonte: Saliba, 2022)
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2.3.2 Isolamento bacteriano

As amostras foram semeadas em agar MacConkey, Chromagar Orientation®,
agar Sabouraud dextrose com cloranfenicol e agar Brucella com 5% sangue de
carneiro com hemina e vitamina K (Difco-BBL, Detroit, Ml /USA). As placas foram
incubadas a 37°C por 24 a 48 horas no caso dos agentes bacterianos e por até 5 dias
para os agentes fungicos. As placas de agar Brucella com 5% sangue de carneiro
foram semeadas em duplicata e incubadas em aerobiose e anaerobiose. As colénias
bacterianas isoladas foram semeadas em 3 mL de caldo BHI (Brain Heart Infusion -
Difco-BBL, Detroit, Ml /USA) e a partir deste cultivo foi separada uma aliquota para
estoque a -86° C (com 30% de glicerol) e uma aliquota foi direcionada a identificacéo

pelo MALDI-TOF (Matrix Associated Laser Desorption-lonization — Time of Flight).

2.3.3 Identificacdo das estirpes por MALDI-TOF MS

Uma aliquota de 1 mL de cada cultivo bacteriano foi utilizada para extracdo de
proteinas para a realizacdo da espectrometria de massa MALDI-TOF. O protocolo
descrito por Hijazin et al. (2012) foi utilizado para a extracdo de proteina ribossomal.
Os extratos obtidos foram armazenados a -20°C.

Para leitura pelo MALDI-TOF MS foi utilizado o espectrofotometro de massa
Microflex™ (Bruker Daltonik) da Companhia Ambiental do Estado de S&o Paulo -
CETESB, com o auxilio técnico da Dra. Maria Inés Zanoli Sato e sua equipe. Para
leitura, 1 uL de suspensao proteica foi transferido para a placa de aco inox de 96
pocos. ApOs secagem em temperatura ambiente, foi adicionado sobre a amostra 1 uL
da matrix (acido a-ciano-4-hidroxido-cinamico). Para captura dos espectros proteicos

foi utilizado o programa FlexControl™ (Bruker Daltonik) pelo método MTB_autoX. O
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espectrofotometro foi externamente calibrado através da utilizagcdo de proteinas
ribossémicas de Escherichia coli (BTS - Bruker Daltonik).

Para a identificagcdo bacteriana foi utilizado o programa BioTyper™ (MALDI
Biotyper CA Systems) 3.0 (Bruker Daltonik) a partir do qual foi realizada uma
comparacdo dos espectros capturados para cada estirpe com a biblioteca do
fabricante. Desta comparacao, obteve-se um valor de escore (log (score) value). Os
critérios para interpretacdo da fabricante Bruker Daltonik foram utilizados neste estudo
como segue: escores = 2.0 foram aceitos para atribuicao de espécie, e escores = 1.7

e < 2.0 foram utilizados para identificacdo de género.

2.3.4 Anatomopatologico

Os animais foram submetidos & necropsia logo ap6s a morte. A abertura
realizou-se 0 exame macroscopico das visceras da cavidade toracica e abdominal,
dando-se especial atencdo as lesdes do trato urinario.

Fragmentos representativos de bexiga e rins foram colhidos e fixados em formol
a 10%, por 24 horas. Em seguida, os espécimes foram desidratados em solucdes
alcoolicas de concentracdes crescentes, diafanizados em xilol e incluidos em parafina.
Foram realizados cortes de 5y, posterirormente corados pelo método de hematoxilina-

eosina (H.E.).

2.3.5 Anédlise estatistica

Gréficos do tipo upset plot, para a associacdo de diferentes espécies

bacterianas foram feitos com o pacote Complex Heatmap (GU; EILS; SCHLESNER,
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2016) e diagramas de Venn foram realizados com o pacote ggVennDiagram (GAO;

YU; CAl, 2021) no software R-Studio (R Core Team, 2020).

2.4 Resultados

2.4.1 Isolamento e identificacdo microbiana na bexiga.

Dentre as 92 fémeas coletadas, 78,26% (72/92) foram positivas para
isolamento bacteriano e 23,9% (22/92) para isolamento fungico na bexiga. Das
fémeas positivas, 58,33% (42/72) apresentaram infec¢cao bacteriana ocasionada por
mais de uma espécie, classificada como infeccédo mista, enquanto os demais 41,67%
(30/72) apresentaram infeccdo causada por um uUnico patégeno (Tabela 1). Em
relacdo a infeccdo fungica, apenas 9,1% (2/22) apresentaram infeccdo mista,

enguanto 90,9% (20/22) resultaram em uma infeccéo simples (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas dos isolamentos identificados na bexiga das fémeas com
crescimento microbiano positivo.

Infeccdo Bacteriana

: ) Total
Mista - N (%) Simples - N (%)
Bacteriana 42 (58,33) 30 (41,67) 72 (100)
Flngica 2(9,1) 20 (90,9) 22 (100)

Dentre as amostras de animais com infeccdo bacteriana mista, foram
identificadas de duas a oito espécies diferentes (Tabela 2). Diferentemente das
infeccbes fungicas mistas, onde foram identificadas apenas duas espécies

simultaneamente (Tabela 2).
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Tabela 2: Numero de espécies microbianas identificadas na bexiga das fémeas.

N° de espécies Bacterianas Fungicas
identificadas N (%) N (%)
1 30 (41,7) 20 (90,9)
2 17 (23,6) 2(9,1)
3 12 (16,7) 0
4 8 (11,1) 0
5 4 (5,5) 0
8 1(1,4) 0
Total 72 (100) 22 (100)

As Tabelas 3 e 4 apresentam o resultado da identificacdo bacteriana nas
amostras de bexiga. Ao todo, foram isolados e identificados 26 géneros bacterianos,
compreendendo 56 espécies. Dos 26 géneros, 14 (53,8%) sdo de bactérias Gram-
positivas e 12 (46,2%) sao de bactérias Gram-negativas.

A Tabela 5 apresenta o resultado da identificacdo fungica nas amostras de
bexiga. Foram isoladas 9 espécies fungicas, distribuidas em 6 géneros. Destes, 0

género Candida compreende 44,4% (4/9) das espécies isoladas.
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Tabela 3: Resultado do isolamento de bactérias Gram-negativas em amostras de

bexiga.
Familia Género Espécie
Aeromonadaceae Aeromonas hydrofila
Comamonadaceae Delftia acidovorans
Citrobacter freundii
Enterobacter cloacae
Escherichia coli
Klebsiella pneumoniae
Proteus mirabilis
Enterobacteriaceae alcalifaciens
rettgeri
Providencia
rustigianii
stuartii
Serratia marcescens

Wohlfahrtimonas

chitiniclastica

Moraxellaceae

Acinetobacter

baumannii

bereziniae

Iwoffii

Sp

Pseudomonadaceae

Pseudomonas

aeruginosa

oleovorans
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Tabela 4: Resultado do isolamento de bactérias Gram-positivas em amostras de
bexiga.

Familia Género Espécie
abortisuis
Actinomycetaceae Trueperella
pyogenes
Aerococcaceae Aerococcus viridans
infantis
licheniformis
Bacillus
Bacillaceae megaterium
pumilus
Exiguobacterium sp
Brevibacteriaceae Brevibacterium ravenspurgense
Clostridiaceae Clostridium perfringens
frankenforstense
Corynebacteriaceae Corynebacterium
Xerosis

casseliflavus

faecalis

faecium

gallinarum

Enterococcus
Enterococcaceae hirae

mundtii

saccharolyticus

sulfureus

Vagococcus fluvialis

delbrueckii

johnsonii

Lactobacillaceae Lactobacillus
reuteri

salivarius

Micrococcaceae . . .
kocuria rhizophila

Staphyloccaceae Staphylococcus cohnii
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hominis

hyicus

saprophyticus

sciuri

simulans

warneri

Lactococcus .
lactis

dysgalactiae

Streptococcaceae
Streptococcus hyointestinalis

suis

Tabela 5: Resultado do isolamento de fungos em amostras de bexiga.

Familia Género Espécie
krusei
lusitaniae
Cryptococcaceae Candida
parapsilosis
rugosa
Geotrichum candidum
Dipodascaceae
Yarrowia lipolytica
Saccharomycetaceae Kodamaea ohmeri
Sporidiobolaceae Rhodotorula mucilaginosa
Trichosporonaceae Trichosporom asahii

Dentre o0s géneros bacterianos isolados, destaca-se Escherichia, que
apresentou crescimento em 43 (46,7%) de um total de 92 fémeas. Outros géneros que
apareceram em grande frequéncia sdo Enterococcus (18/92 - 19,56%),
Staphylococcus (15/92 — 16,3%), Providencia (11/92 — 11,95%), Acinetobacter (8/92

— 8,69%) e Bacillus (8/92 — 8,69%) (Tabela 6).
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Tabela 6: Distribuicdo de frequéncia dos géneros bacterianos na bexiga das matrizes.

Animais Positivos

Género N (%).
Escherichia 43 (46,73%)
Enterococcus 18 (19,56%)
Staphylococcus 15 (16,3%)
Providencia 11 (11,95%)
Acinetobacter 8 (8,69%)
Bacillus 8 (8,69%)
Corynebacterium 6 (6,52%)
Streptococcus 6 (6,52%)
Lactobacillus 6 (6,52%)
Klebsiella 6 (6,52%)
Proteus 5 (5,43%)
Aerococcus 5 (5,43%)
Trueperella 3 (3,26%)
Vagococcus 2 (2,17%)
Serratia 2 (2,17%)
Pseudomonas 2 (2,17%)
Kocuria 2 (2,17%)
Clostridium 2 (2,17%)
Enterobacter 2 (2,17%)
Citrobacter 2 (2,17%)
Wohlfahrtimonas 1 (1,08%)
Lactococcus 1 (1,08%)
Exiguobacterium 1 (1,08%)
Aeromonas 1 (1,08%)
Brevibacterium 1 (1,08%)
Delftia 1 (1,08%)
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Das espécies bacterianas encontradas, as que apresentaram maior frequéncia
de isolamento nas fémeas sédo Escherichia coli (43/92 — 46,7%), Providencia rettgeri
(7/92 — 7,6%), Staphylococcus saprophyticus (6/92 — 6,5%), Klebsiella pneumonieae

(6/92 — 6,5%) e Enterococcus faecium (6/92 — 6,5%). (Tabela 7).

Tabela 7: Distribuicdo das espécies bacterianas de maior frequéncia em bexiga — N
(%).

, . ) Animais Positivos
Espécie Bacteriana

N (%).
Escherichia coli 43 (46,7%)
Providencia rettgeri 7 (7,6%)
Staphylococcus saprophyticus 6 (6,5%)
Klebsiella pneumonieae 6 (6,5%)
Enterococcus faecium 6 (6,5%)

Dentre os géneros fungicos de maior frequéncia destacam-se: Rhodotorula
(13/92 - 14,13%) e Candida (6/92 - 6,5%) que apresentaram isolamento em um
namero maior de fémeas. Das espécies encontradas, merecem destaque Rhodotorula
mucilaginosa (13/92 - 14,13%), Candida lusitaniae (2/92% - 2,17%), Candida rugosa

(2/92% - 2,17%), e Geotrichum candidum (2/92% - 2,17%) (Tabela 8).
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Tabela 8: Distribuicdo da frequéncia das espécies fungicas nas amostras de bexiga
das matrizes — N (%).

e Animais Positivos
Espécie fungica

N (%).
Rhodotorula mucilaginosa 13 (14,13%)
Candida lusitaniae 2 (2,17%)
Candida rugosa 2 (2,17%)
Geotrichum candidum 2 (2,17%)
Candida Krusei 1 (1,08%)
Candida parapsilosis 1 (1,08%)
Kodamaea ohmeri 1 (1,08%)
Trichosporon asahii 1 (1,08%)
Yarrowia lipolytica 1 (1,08%)

2.4.2 Isolamento e identificagdo microbiana nos rins.

Dentre as 46 fémeas coletadas, 93,48% (43/46) foram positivas para
isolamento bacteriano e 41,3% (19/46) para isolamento fungico nos rins. Das fémeas
positivas, 88,37% (38/43) apresentaram infeccdo bacteriana ocasionada por mais de
uma espécie, classificada como infeccdo mista, enquanto os demais 11,63% (5/43)
apresentaram infeccdo causada por um unico patdgeno (Tabela 9). Em relacdo a
infeccdo fangica, apenas 26,32% (5/19) apresentaram infeccdo mista, enquanto

73,68% (14/19) resultaram em uma infeccao simples (Tabela 9).
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Tabela 9: Caracteristica das infec¢des identificadas nos rins de fémeas com
crescimento microbiano positivo.

Infeccdo Bacteriana

Total
Mista - N (%). Simples - N (%).
Bacteriana 38 (88,37) 5(11,63) 43 (100)
Flngica 5 (26,32) 14 (73,68) 19 (100)

Dentre as amostras de animais com infeccdo bacteriana mista, foram
identificadas de duas a cinco espécies diferentes (Tabela 10). Diferentemente das
infecgbes fungicas mistas, onde foram identificadas apenas duas espécies

simultaneamente (Tabela 10).

Tabela 10: Numero de espécies microbianas identificadas nos rins das fémeas
avaliadas.

N° de espécies Bacterianas Fungicas
identificadas N (%). N (%).
1 5(11,63) 14 (73,68)
2 14 (32,56) 5 (26,32)
3 15 (34,88) 0
4 5(11,63) 0
5 4(9,3) 0
Total 43 (100) 19 (100)

As Tabelas 11 e 12 apresentam o resultado da identificagdo bacteriana. Ao
todo, foram isolados e identificados 22 géneros bacterianos, compreendendo 47
espécies. Dos 22 géneros, 12 (54,5%) sao de bactérias Gram-positivas e 10 (45,5%)

sao de bactérias Gram-negativas.
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A Tabela 13 apresenta o resultado da identificacdo fungica. Foram isoladas um

total de 10 espécies fangicas, distribuidas em 6 géneros. Destes, o género Candida

compreende 50% (5/10) das espécies isoladas.

Tabela 11: Resultado do isolamento de bactérias Gram-negativas em amostras de

rins.
Familia Género Espécie
caviae
Aeromonadaceae Aeromonas —
veronii
Citrobacter sedlakii
Enterobacter asburiae
. coli
Escherichia -
fergusonii
) neumoniae
Klebsiella P —
variicola
Enterobacteriaceae Proteus mirabilis
alcalifaciens
Providencia rettgeri
Stuartii

Wohlfahrtiimonas

chitiniclastica

Moraxellaceae

Acinetobacter

Lwoffii

Xanthomonadaceae

Stenotrophomonas

maltophilia
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Tabela 12: Resultado do isolamento de bactérias Gram-positivas em amostras de rins.

Familia Género Espécie
Actinomycetaceae Actinomyces europaeus
Aerococcus viridans
Aerococcaceae
Globicatella sanguinis
cereus
Bacillaceae Bacillus megaterium
thuringiensis
Brevibacteriaceae Brevibacterium luteolum

Clostridiaceae

Clostridium

perfringens

Corynebacteriaceae

Corynebacterium

amycolatum

aurimucosum

falsenii

Sp

vitaeruminis

Xerosis

Enterococcaceae

Enterococcus

faecium

mundtii

saccharolyticus

sulfureus

Lactobacillaceae

Lactobacillus

delbrueckii

johnsonii

mucosae

Micrococcaceae

Micrococcus

Luteus

Rothia

nasimurium

Staphyloccaceae

Staphylococcus

cohnii

epidermidis

equorum

haemolyticus

hominis

hyicus

saprophyticus

Sciuri

warneri

37



Tabela 13: Resultado do isolamento de fungos em amostras de rins.

Familia Género Espécie
Catenulata
Krusei
Cryptococcaceae Candida Lusitaniae
Parapsilosis
Rugosa
Filobasidiaceae Filobasidium Uniguttulatum
Saccharomycetaceae Kodamaea Ohmeri
Sporidiobolaceae Rhodotorula Mucilaginosa
Tremellaceae Cryptococcus Diffluens
Trichosporonaceae Trichosporom Japonicum

Dentre os géneros bacterianos isolados, destaca-se Escherichia, que
apresentou crescimento em 34 (73,91%) de um total de 46 fémeas. Além deste, outros
géneros que apareceram em maior frequéncia sdo Corynebacterium (16/46 — 34,78%)

e Staphylococcus (14/46 — 30,43%) (Tabela 14).
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Tabela 14: Distribuicdo de frequéncia dos géneros bacterianos nos rins das matrizes
- N (%).

Género Animais Positivos
Escherichia 34 (73,91%)
Corynebacterium 16 (34,78%)
Staphylococcus 14 (30,43%)
Enterococcus 8 (17,39%)
Globicatella 7 (15,2%)

Lactobacillus
Klebsiella
Providencia
Acinetobacter
Bacillus
Aerococcus
Aeromonas
Clostridium
Rothia
Actinomyces
Brevibacterium
Citrobacter
Enterobacter
Micrococcus

Proteus

Stenotrophomonas

Wohlfahrtiimonas

6 (13%)
5 (10,86%)
5 (10,86%)
4 (8,69%)
3 (6,52%)
2 (4,34%)
2 (4,34%)
2 (4,34%)
2 (4,34%)
1 (2,17%)
1 (2,17%)
1 (2,17%)
1 (2,17%)
1 (2,17%)
1 (2,17%)
1 (2,17%)
1 (2,17%)
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Das espécies bacterianas encontradas, as que apresentaram maior frequéncia
de isolamento nas fémeas sdo Escherichia coli (32/46 — 69,5%), Corynebacterium
amycolatum (7/46 — 15,2%), Globicatella sanguinis (7/46 — 15,2%) e Enterococcus

faecium (5/46 — 10,8%) (Tabela 15).

Tabela 15: Distribuicdo das espécies bacterianas de maior frequéncia em amostras
de rins.

Animais Positivos

Espécie Bacteriana N (%).

Escherichia coli 32 (69,5%)
Corynebacterium amycolatum 7 (15,2%)
Globicatella sanguinis 7 (15,2%)
Enterococcus faecium 5 (10,8%)

Dentre os géneros fungicos de maior frequéncia destacam-se: Rhodotorula
(11/46 — 23,9%) e Candida (6/46 - 13%) que apresentaram isolamento em um namero
maior de fémeas. Das espécies encontradas, merecem destaque Rhodotorula
mucilaginosa (11/46 — 23,9%), Kodamaea ohmeri (3/46% - 6,52%), Candida krusei

(2/46% - 4,34%), e Cryptococcus diffluens (2/46% - 4,34%) (Tabela 16).
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Tabela 16: Distribuicdo de frequéncia das espécies fungicas nos rins das matrizes.

T Animais Positivos
Espécie Fungica

N (%).
Rhodotorula mucilaginosa 11 (23,9%)
Kodamaea ohmeri 3 (6,52%)
Candida Krusei 2 (4,34%)
Cryptococcus diffluens 2 (4,34%)
Candida catenulata 1(2,17%)
Candida lusitaniae 1(2,17%)
Candida parapsilosis 1(2,17%)
Candida rugosa 1(2,17%)
Filobasidium uniguttulatum 1(2,17%)
Trichosporon japonicum 1 (2,17%)

2.4.3 AssociacOes de agentes observadas em bexiga e rins.

Tanto em isolados de bexiga quanto em rins houve predominancia de alguns
géneros bacterianos, como Escherichia, Enterococcus e Staphylococcus. As
amostras de rim tiveram maior frequéncia de algumas espécies quando comparadas
com as amostras de bexiga, como Escherichia coli (69,5% vs. 46,7%) e Enterococcus
faecium (10,8% vs. 6,5). Para as amostras de bexiga, também houve maior frequéncia
para algumas espécies como Providencia rettgeri (7,6% vs. 4,3%) e Staphylococcus
saprophyticus (6,5% vs. 2,17%). Agentes como Corynebacterium amycolatum (15,2%
vs. 0%) e Globicatella sanguinis (15,2% vs. 0%) foram isolados somente em rins. Em
relacdo aos isolados de fungos, houve predominancia da espécie Rhodotorula
mucilaginosa em rim e bexiga (23,9% vs. 14,13%, respectivamente) e do género
Candida (13% vs. 6,5%). As associac0es entre bactérias mais frequentes em bexiga

e rim sdo apresentadas nas Figuras 2 e 3, respectivamente.
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Figura 2: UpSet plot para ocorréncia de agentes bacterianos em bexigas (n = 42/72). Os numeros sobre as barras mostram a quantidade de
animais nos quais os agentes, indicados pelos pontos preenchidos, foram isolados em associagao.
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Figura 3: UpSet plot para ocorréncia de agentes bacterianos em rim (n = 38/43). Os nimeros sobre as barras mostram a quantidade de animais
nos quais os agentes, indicados pelos pontos preenchidos, foram isolados em associacao.
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Os graficos de UpSet plot das figuras 2 e 3 mostram que os isolamentos
bacterianos em bexiga apresentaram maior nimero de associa¢des do que 0s
isolamentos bacterianos em rins. As combinac¢des mais comuns em bexiga foram
entre Escherichia coli e Acinetobacter spp, com 6 animais (8,4%), seguido por
Escherichia coli e Klebsiella spp (5,6%) e Escherichia coli e Streptococcus spp
(5,6%). Enquanto para o rim, a associagcao mais frequente foi apenas entre os

géneros Enterococcus spp. e Providencia spp (4,66%).

2.4.4 Anatomopatoldgico

Das 92 fémeas utlizadas no estudo, foi realizado o exame
anatomopatologico em 91 amostras de bexiga e 90 amostras de rim (Anexos | e
II). As amostras de bexiga apresentando lesdo microscépica foram classificadas
em aguda e cronica de acordo com a distribuicdo da leséo (focal, multifocal e
difusa), tipo de infiltrado celular e grau de inflamacéo (leve, moderado e grave).
Ja as amostras de rim com alteracdes foram classificadas como apresentando
nefrose, nefrite intersticial, e como pielonefrite. Os Gréficos 1 e 2 ilustram as

frequéncias das alterag6es em bexiga e rim, respectivamente.
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Gréfico 1: Frequéncia das afec¢cdes diagnosticadas pelo exame
anatomopatoldégico em bexiga.
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Grafico 2: Frequéncia das alteragcdes diagnosticadas pelo exame
anatomopatolégico em rim.
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De acordo com o Grafico 1, 77% (71/92) das amostras de bexigas
estavam livre de alteracfes histoldgicas, 16% apresentaram lesdes sugestivas
de cistite cronica e 7% (6/92) foram diagnosticadas com quadro sugestivo de
cistite aguda. Para as alteracdes histologicas em rim, 49% das amostras
estavam livre de alteracdes histologicas, 32% apresentavam quadro sugestivo
de nefrite, 17% quadro sugestivo de nefrose e 2% quadro sugestivo de
pielonefrite.

Das 89 espécies de microrganismos isolados e identificados pela
espectrometria de massa MALDI-TOF, sendo 79 espécies bacterianas e 10
espécies fungicas, 36% (32/89) foram isoladas somente em bexiga; 30,3%
(27/89) somente e rim e 33,7 (30/89) em ambos os grupos. Analisando as
espécies identificadas em bexiga com e sem lesdo microscépica, observamos
que de um total de 64 espécies identificadas, 17,19% (11/64) foram isoladas
somente em bexigas com leséo, 48,44% (31/64) em bexigas sem lesao e 34,37%
(22/64) em ambos os grupos Para as espécies identificadas em rim com e sem
lesdo microscopica, temos que de um total de 57 espécies identificadas, 35,09%
(20/57) foram isoladas somente em rim com les@o, nenhuma espécie bacteriana
foi isolada exclusivamente nos rins sem lesdo (0/57) e 64,9% (37/57) em ambos
os grupos (Figura 4). As Tabelas 17 e 18 mostram os isolados Unicos mais
frequentes em bexiga e rim e em bexiga sem lesdo microscépica e com leséao

microscopica, respectivamente.
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Bexiga C

A Rim B Bexiga SL

C

Rim SL

Figura 4: Diagrama de Venn para as espécies bacterianas e fungicas
identificadas pela espectrometria de massa MALDI-TOF para as amostras de rim
e bexiga. A-Espécies identificadas em Bexiga e Rim. B — Espécies identificadas
em Bexiga com lesdo microscoépica e sem lesdo microscépica. C — Espécies
identificadas em Rim com lesdo microscopica e sem lesdo microscoépica.
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Tabela 17: Agentes isolados exclusivamente em Bexiga e em Rim.

Agentes Unicos em Bexiga Agentes Unicos em Rim
Bacillus pumilus Corynebacterium amycolatum
Enterococcus faecalis Globicatella sanguinis
Streptococcus dysgalactiae Escherichia fergusonii
Citrobacter freundii Lactobacillus mucosae
Enterobacter cloacae Staphylococcus epidermidis
Kocuria rhizophila Staphylococcus haemolyticus
Serratia marcescens Corynebacterium aurimucosum
Trueperella pyogenes Corynebacterium falsenii
Vagococcus fluvialis Corynebacterium vitaeruminis

Tabela 18: Agentes isolados exclusivamente em bexiga sem lesdo microscépica
(SL) e em bexiga com lesdo microscopica (CL).

Agentes Unicos em bexiga SL Agentes Unicos em bexiga CL
Streptococcus dysgalactiae Aeromonas hydrofila
Citrobacter freundii Enterococcus casseliflavus
Enterobacter cloacae Enterococcus hirae

Serratia marcescens Staphylococcus hyicus
Vagococcus fluvialis Staphylococcus simulans
Lactobacillus delbrueckii Staphylococcus warneri
Lactobacillus johnsonii Streptococcus hyointestinalis
Lactobacillus reuteri Streptococcus suis
Lactococcus lactis Trueperella abortisuis
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2.5 Discusséao

No presente estudo, foi possivel obter crescimento bacteriano em 78,26%
das amostras de bexiga avaliadas e fungico em 23,9%. Considerando os rins
avaliados, obteve-se crescimento bacteriano em 93,48% das amostras e fungico
em 41,3%. O isolamento de mais de uma espécie bacteriana ocorreu em 58,3%
das amostras de bexiga e em 88,3% dos rins avaliados. A ocorréncia de
infeccbes mistas por espécies fungicas foi bem inferior, sendo observada em
26,3% das amostras de bexiga e em 9% das amostras de rim.

A presenca de diferentes espécies (bacterianas e fangicas) em
associacdo nas amostras examinadas, apesar da realizacdo da coleta post
mortem de forma mais asséptica possivel, indica que o canal urinario da fémea
suina, pode ser intensamente colonizado por microrganismos cultivaveis, muitos
dos quais com reconhecido potencial de viruléncia. Esses achados confirmam
ainda que as infeccdes do trato urinario nem sempre se devem somente a acéo
um patégeno isoladamente, mas sim a um provavel desequilibrio da populacdo
bacteriana residente.

Bach et al. (2021) descreve resultados semelhantes de isolamento
bacteriano em amostras de urina de 16 fémeas suinas, obtendo isolamento
positivo em 87,50% das amostras. De maneira similar, Wentz (1997) isolou
colénias bacterianas em 97,4% de 82 amostras de urina examinadas oriundas
de fémeas descartadas por inUmeras razdes, sendo essas relacionadas ou ndo
a quadros de infeccdo urinaria.

O perfil de isolamento bacteriano encontrado nas amostras de urina de
diversos estudos revela uma rica populacdo de espécies bacterianas,

corroborando com nossos achados, onde as espécies Escherichia coli,

49



Staphylococcus saprophyticus e Klebsiella pneumoniae foram isoladas com uma
maior prevaléncia em amostras de bexiga.

Escherichia coli é considerada o principal agente etiolégico de infeccbes
urindrias em suinos e em outras espécies animais, incluindo humanos. No
presente estudo foi isolada em 46,7% das amostras de bexiga e em 69,5% das
amostras de rim. Em estudos realizados em diferentes paises, resultados
similares s&o descritos, na Franca foi descrito isolamento de E. coli em 58% dos
casos de UTI em suinos (MADEC & DAVID, 1983), em Portugal, foi descrito o
isolamento da espécie em 34% dos casos (PERESTRELO & PERESTRELO,
1988). Em estudo mais recente realizados no Brasil, VENANCIO et al., (2017)
avaliaram 42 amostras de urina com suspeita clinica de infeccdo urinéria, e
isolaram E. coli em mais de 88% das amostras. E. coli foi descrita como parte da
microbiota do trato reprodutivo de fémeas suinas em diversos estudos (BARA et
al., 1993; MAES et al., 1999), porém ha poucos relatos descrevendo a microbiota
do trato urinario dessas fémeas. Luque et al. (2017) relataram que ndo ha
diferencas significativas na colonizagcdo por E. coli em amostras uretrais e
vaginais de porcas.

Outro estudo mostra que, dos agentes bacterianos isolados em urinas
coletadas por miccao espontanea, foi observado 18,2% de Staphylococcus spp.
e 42,85% de E. coli, principal espécie isolada em infec¢des urinarias de fémeas
suinas, sugerindo que a ITU presente nas porcas € essencialmente por
contaminacéao fecal (POLO et al., 2013; BRITO et al., 2004).

Ainda, a espécie Enterococcus faecium, representativa nos isolados em
bexiga e rim no presente estudo, tem sido amplamente estudada nos ultimos

anos devido a seu potencial de causar infec¢des graves em seres humanos e a
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suas habilidades em disseminar de genes codificadores de mecanismos de
resisténcia a antimicrobianos (MANGALAPPALLIILLATHU et al., 2013).
Segundo Lazzaretti et al. (2021), em estudo com o0 objetivo de realizar o
isolamento bacteriano, a fim de identificar os possiveis agentes causadores da
infeccdo urindria em matrizes suinas, foi observada a presenca de
microrganismos de origem fecal, destacando-se as espécies E. coli e

Enterococcus spp, semelhante aos resultados obtidos nesse estudo.

Entre os isolados obtidos de amostras de rins, foram encontrados géneros
bacterianos de grande importancia como Corynebacterium spp., agente ja
descrito em infec¢Bes geniturindrias de porcas e de importdncia em saude
publica por seu papel em infec¢cdes humanas (ZASADA; BACZEWSKA-REJ;
WARDAK, 2010; POOR et al., 2017; SCHEIFER et al., 2019). Segundo Maes et
al. (1999), Staphylococcus sp. e Corynebactrium sp. habitam o canal vaginal de
fémeas suinas em condi¢cdes normais e dessa forma, por estarem presentes na
microbiota vaginal, em casos de imunossupressao, manipulacao incorreta da
pipeta de insemina¢do ou baixa ingestdo de agua, pode ocorrer a colonizacéo
ascendentes por estes agentes até a bexiga causando ITU (ALBERTON &
SOBESTIANSKY, 2012). Segundo estudo realizado por Guimaraes (2018), o
isolamento bacteriano em fémeas com cistite teve alta frequéncia de agentes

como E. coli, Corynebacterium sp., Salmonella sp. e Enterobacter sp.

Além dos isolados bacterianos encontrados, observamos o crescimento,
em menor propor¢do, de agentes fungicos, sendo o genéro Candida o de maior
frequéncia e a espécie Rhodotorula mucilanonosa a de maior frequéncia. Apesar
de estudos indicarem poucos relatos com agentes fangicos em infecgbes

urindrias em matrizes suinas, com o avanc¢o de doencgas imunossupressoras nos
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plantéis, os fungos podem se tornar cada vez mais importantes para a
manutencdo do nivel sanitario e a rentabilidade nos rebanhos (ZLOTOWSKI et
al., 2006). Os agentes fungicos estdo presentes na microbiota dos suinos e séo
comumente encontrados na pele, cavidade oral e intestino. Os animais, ao serem
mantidos em constante contato com as fezes, somando a anatomia
desfavorecida das fémeas, disseminam fungos importantes como o0s do género
Candida (SIDRIM e ROCHA, 2004). Apesar de pouco descrita em literatura em
suinos, as espécies de Rhodoturula foram descritas como patdégenos
oportunistas ocasionando dermatite em ledes marinhos, galinhas e gatos, e
infeccdes pulmonares e otites em ovinos e bovinos (WIRTH e GOLDANI, 2012).

Histologicamente, a cistite foi encontrada em 22,82% porcas, dado que
difere dos achados macroscopicos, que demonstram lesdes tipicas de cistite em
57,60% das fémeas (Anexo I). Esses achados s&o similares aos descritos por
Cernat et al. (2021), que relatam que as lesées macroscépicas em bexigas
urindrias de fémeas com quadro de cistite foram 5,6 vezes maiores quando
comparados as lesbes histolégicas de cistite. Esses resultados reforcam os
achados em literatura que citam que as bactérias ficam localizadas
principalmente em areas discretas na superficie luminal da bexiga, sem
apresentar distribuicdo aleatoria no epitélio da bexiga, sendo que entre essas
areas ha grandes regides sem nenhuma bactéria detectavel, o que dificulta a
localizagdo de areas colonizadas, tornando necessario cautela na consideragéo
dos exames histologicos.

Ainda, em consonancia nesse mesmo estudo, detectamos E.coli como a
principal bactéria isolada em fémeas com leséo histolégica de cistite, presente

em 71,42% dos animais, sendo que nas fémeas livre de alteraces histologicas
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em bexiga, essa frequéncia foi significativamente menor (38,88%). Da mesma
forma, E. coli estava presente em maior prevaléncia em fémeas com lesdes
histologicas em rim (71,42%) quando comparadas as fémeas sem alteracado no
mesmo (38,88%). Apesar desses dados, quando avaliamos as leses de bexiga
e rim, ndo encontramos uma correlacao significativa entre ambas. Isso se deve
ao fato de que as principais lesdes encontradas em rins foram classificadas como
nefrose (42,85%) ou nefrite (53,38%), sendo que tais quadros podem ter outras
causas, nao se limitando aos agentes bacterianos.

Alguns agentes bacterianos considerados de grande relevancia para a
suinocultura foram isolados unicamente de bexigas com leséo histolégica como
Trueperella abortisuis, e Streptococcus suis. A espécie T. abortisuis, foi
inicialmente isolada no Jap&o de uma porca abortada apresentando placentite
necrética supurativa e broncopneumonia supurativa, mas também foi encontrada
no trato urogenital de suinos com alteracdes clinicas na Alemanha e mais
recentemente, a partir do conteudo estomacal fetal de leitdes com meconio
(Azuma et al. 2009). De acordo com Alssahen et al (2020), trata-se de uma
espécie bacteriana importante devido as diversas alteracdes sistémicas que
pode ocasionar e na evidente contribuicdo em casos de aborto na populacao
suina encontradas nesse mesmo trabalho. Também de carater sistémico,
Streptococcus suis € um importante microrganismo na suinocultura, que
desencadeia meningites, septicemias, artrites, endocardites, pneumonia, metrite

e morte subita (DELARCO, 2021).
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2.6 Conclusao

A espectrometria de massa MALDI-TOF € um método rapido e de alto
rendimento quando empregado na identificacdo de colbnias bacterianas. O
intenso crescimento bacteriano das amostras, mesmo com o0s cuidados
adotados durante a coleta, e até mesmo de fémeas saudaveis, mostra que o
canal urindrio da fémea suina é intensamente colonizado por diferentes
espécies. O exame histoldgico pode ser um método diagndstico util quando
utilizado em conjunto com a identificacdo de agentes bacterianos, porém deve-
se atentar as limitacfes quanto a dificuldade de encontrar areas colonizadas.
Vérias espécies bacterianas apresentaram frequéncia de isolamento semelhante
em fémeas com lesédo histolégica e sem lesdo histoldgica, no entanto, espécies
de reconhecido potencial de viruléncia como Trueperella abortisuis, e
Streptococcus suis, foram isoladas somente nas fémeas com leséo histolégica

em bexiga urinaria.
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3. CAPITULO 2 - Caracterizacéo das estirpes de Escherichia coli: fatores

de viruléncia e perfil de resisténcia aos antimicrobianos.

3.1 Introducéao

Escherichia coli € uma bactéria em forma de bastonete Gram-negativo,
pertencente a familia Enterobacteriaceae. E mesdfila, com crescimento 6timo a
temperaturas entre 37° e 40° C e com tamanho variando de 1,1 a 1,5 pm por 2,0
a 6,0 um, podendo ou n&o ser mével. (SUSSMAN, 1997). E um agente comensal
do trato gastrointestinal de diversos mamiferos e aves (SUSSMAN, 1997).
Porém, algumas estirpes podem adquirir certos atributos de viruléncia,
conferindo-lhes a capacidade de causar doenca em seu hospedeiro. A este
comportamento distinto entre as estirpes, presenca de tais atributos e conforme
o local de infecgéo, essas estirpes foram classificadas em patotipos (CROXEN;
FINLAY, 2010).

E. coli é considerada o principal agente etiol6gico de infec¢des urinarias
de suinos, respondendo a 58% dos casos na Franca (MADEC & DAVID, 1983)
e a 34% dos casos em Portugal (PERESTRELO & PERESTRELO, 1988), com
base em levantamentos epidemiolégicos. No Brasil, estudos demonstram a
ocorréncia de 27% em Minas Gerais (REIS et al., 1992) e 15% no Parana (BRITO
et al., 1997).

Por esse motivo, alguns estudos tém relacionado os fatores de viruléncia
associados as infec¢des que acometem outros tecidos que néo o intestino, como
o trato urinario, denominando o patotipo de estirpes de Escherichia coli
extraintestinais patogénicas (ExPEC). Porém, visto que E. coli € um
microrganismo encontrado normalmente na urina de suinos sadios, deve-se
diferenciar as amostras patogénicas das nao patogénicas que se instalam,
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multiplicam e desenvolvem a patologia (BRITO et al., 2004). Entretanto, ainda
sdo poucos os trabalhos que caracterizaram de forma ampla os fatores de

viruléncia de E. coli isoladas do trato urinario de fémeas suinas.

Nesta secdo do estudo, as estirpes de E. coli isoladas de porcas com e sem
infeccdo urinaria foram avaliadas segundo a presenca de 29 genes que
codificam fatores de viruléncia associados a EXPEC, e foram avaliadas quanto

ao perfil de resisténcia aos antimicrobianos frequentemente usados em suinos.

3.2 Reviséao de literatura

Existem dois grandes grupos para o0s patotipos de E. coli; os que causam
infeccdo no intestino, ou diarreiogénicos; e o grupo das estirpes que causam
infeccdo fora do ambiente intestinal, denominadas E. coli patogénicas
extraintestinais (EXPEC).

O grupo diarreiogénico € subdividido nas seguintes classes: EPEC (E. coli
enteropategénica), ETEC (E. coli enterotoxigénica), EHEC (E. coli
enterohemorragica), EIEC (E. coli enteroinvasora), EAEC (E. coli
enteroagregativa), e DAEC (E. coli de aderéncia difusa) (CROXEN; FINLAY,
2010). Em suinos, o grupo mais importante entre as amostras diarreiogénicas é
o das ETEC, que causa surtos de diarreia neonatal e diarreia pés-desmame
(LUPPI, 2017).

O grupo EXPEC é dividido nos patotipos: UPEC (E. coli uropatogénica),
SEPEC (E. coli septicémica), NMEC (E. coli associada a meningite neonatal) e
APEC (E. coli patogénica de aves) (SMITH; FRATAMICO; GUNTHER, 2007,
PITOUT, 2012). No cenério de infecgbes urinarias, é razoavel ponderar que as

estirpes isoladas desse ambiente sejam relacionadas as UPEC. Os fatores de
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viruléncia codificados pelas por esse grupo sd4o numerosos a variam entre as
estirpes - incluem principalmente adesinas e sistemas de captacdo de ferro que
auxiliam na sobrevivéncia fora do intestino - e diferem daqueles que sé&o
expressos por estirpes diarreiogénicas, principalmente pela auséncia do sistema
de secrecédo tipo lll, presente na maioria dos isolados intestinais (KAPER;
NATARO; MOBLEY, 2004).

No entanto, apenas a presenca de um unico fator de viruléncia ndo confere
patogenicidade, mas sim uma combinacéo de fatores de viruléncia — adesinas,
invasinas, evasinas, sideroforo e toxinas - e 0s niveis de expressdo dos
respectivos genes (PITOUT, 2012).

As adesinas sao os fatores que permitem a adesdo das bactérias em
diferentes superficies. Sao moléculas proteicas expressas na superficie
bacteriana, geralmente formando filamentos — denominados fimbrias - e que
reconhecem receptores nas células do hospedeiro (SIRLICI; TRABULSI, 2005).
As principais adesinas presentes nas estirpes EXPEC/UPEC séo as fimbrias do
tipo 1 (fim), fimbrias P (pap), fimbrias S (sfa) e fimbrias F1C (foc) (WILES;
KULESUS; MULVEY, 2008).

As invasinas sdo proteinas da membrana externa de patégenos Gram-
negativos que mediam a invaséo das células do hospedeiro (OELSCHLAEGER,
2001; SIRLICI; TRABULSI, 2005). Entre os principais fatores esta o IbeA, cujo
gene codifica uma proteina importante na invasdo de ExPEC na meningite
neonatal de humanos e que também esta associada a elevada patogenicidade
em estirpes aviarias (GERMON et al., 2005; WANG et al., 2011).

Outro grupo importante de fatores de viruléncia séo as evasinas, utilizadas

para contornar o as defesas do sistema imune do hospedeiro, como fagocitose,
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sistema complemento linfécitos e anticorpos (SIRLICI; TRABULSI, 2005). Como
exemplo, determinantes comuns de resisténcia ao sistema complemento em
estirpes de E. coli sdo o antigeno capsular 1 (kps) e o gene que confere aumento
da resisténcia sérica (iss) (NOLAN et al, 2003; BARNES; NOLAN;
VAILLANCOURT, 2008). O antigeno capsular 1 sdo estruturas que recobrem a
superficie bacteriana e dificultam a fixacdo do complemento. J& 0 gene iss
confere resisténcia as propriedades liticas do soro e se localiza na membrana
externa das bactérias (BIDET; BONARCORSI; BINGEN, 2012).

Os sistemas de aquisicao de ferro sdo essenciais para a sobrevivéncia das
estirpes de E. coli fora do ambiente intestinal. A concentracdo de ferro livre é
extremamente baixa nos mamiferos quando fora do intestino, sendo
aproximadamente 102°> M no sangue e mais baixa em outros tecidos
(FISCHBACH et al., 2006; WILES; KULESUS; MULVEY, 2008). Porém, grande
parte das bactérias requerem uma concentracdo de aproximadamente 10® M de
ferro citoplasmético para seu crescimento (ANDREWS; ROBINSON;
RODRIGUEZ-QUINONES, 2003). Logo, as bactérias, em especial EXPEC,
adquiriram diversos fatores para adquirir o ferro de seu hospedeiro, como a
producdo dos sideréforos, que sdo moléculas de baixo peso molecular com
elevada afinidade por pelo ion férrico (Fe®") (WILES; KULESUS; MULVEY,
2008). A afinidade do sideroforo da aerobactina pelo ferro, por exemplo, € muito
maior do que a da transferrina - molécula utilizada pelos mamiferos para quelar
o ferro livre no organismo — fazendo com que as bactérias possuidoras desse
sistema tenham vantagem no sequestro desse ion (FISCHBACH et al., 2006;

WILES; KULESUS; MULVEY, 2008).
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As toxinas também s&o muito importantes para a patogenicidade das estirpes,
uma vez que afetam uma variedade de processos celulares fundamentais
(KAPER; NATARO; MOBLEY, 2004). Entre os fatores toxigénicos mais comuns
em ExXPEC estéo o fator citotéxico necrotizante (cnf), a toxina citoletal distensora
(cdt), as hemolisinas (hly), a citotoxina entero-agregativa EAST-1(ast), e as
toxinas auto transportadoras secretada (sat) e vacuolizadora (vat) (JOHNSON;
RUSSO, 2005).

Em suinos, Brito et al., (1999) avaliaram estirpes de E. coliisoladas de fémeas
com infeccdo urinaria e observaram que o gene pap que codifica para a fimbria
P, associada com infec¢Bes urinarias, esteve presente em 54,8% dessas
estirpes. No entanto, fatores de viruléncia relacionados a colibacilose entérica,
como as toxinas termoestaveis e termolabeis (ST e LT) e a verotoxina (VT) foram
encontrados em menor proporcdo (DE BRITO et al., 1999). De maneira similar,
Spindola et al., (2018) encontrou elevadas frequéncias de genes relacionados a
infeccdes extraintestinais em estirpes de E. coli isoladas de porcas com infec¢ao
urinéria, sendo que 78,5% e 58% das estirpes analisadas apresentavam 0s
genes que codificam para as fimbrias do tipo F1C e P, respectivamente,
relacionadas as infec¢Bes do trato urinario. Ainda, 23% delas apresentavam o
fator citotoxico cnfl e 98% das estirpes apresentavam fendtipo de
multirresisténcia aos antimicrobianos (SPINDOLA et al., 2018a).

Visto que, no presente estudo, E. coli foi intensamente isolada a partir das
amostras coletadas do trato urinario, as estirpes obtidas foram submetidas a
deteccao de genes de viruléncia considerados importantes para a colonizacéo e
infeccdo do trato urinario e a determinacdo do perfil de resisténcia aos

antimicrobianos,
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3.3 Objetivos

Caracterizar as estirpes de Escherichia coli isoladas de fémeas com lesdo
sugestiva de infeccao urinéria e de fémeas sem les@es histolégicas de acordo
com a presenca de genes codificadores de fatores de viruléncia, entre eles:
adesinas, invasinas, evasinas, sideroforo e toxinas - e determinar para essas

estirpes o perfil de resisténcia aos antimicrobianos.

3.4 Material e métodos

3.4.1 Isolados

Foram avaliadas 120 estirpes de E. coli isoladas de 48 animais com leséo

microscoépica em bexiga e/ou rim e de fémeas sem alteracdo digna de nota.

3.4.2 Extracdo do DNA e reacdo em cadeia pela polimerase (PCR)

Para a pesquisa de genes de viruléncia extra intestinais de Escherichia coli,
as colénias isoladas tiveram seu DNA extraido de acordo com o protocolo
descrito por Boom et al., (1990). As amostras de DNA foram armazenadas a -
20°C até o processamento. Foram avaliados 29 genes que codificam para
fatores de viruléncia associados a EXPEC. Os iniciadores de cada gene e as
referéncias estao descritos no Quadro 1.

Os fragmentos amplificados foram detectados por meio da eletroforese em gel
de agarose (1,5%) corado com BlueGreen® (LGC Biotecnologia). As imagens
foram capturadas sob iluminagdo UV pelo sistema Gel Doc XR (Bio-Rad
Laboratories). Os fragmentos foram identificados com base no marcador de peso

molecular 100 bp DNA Ladder (LGC Biotecnologia).
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Quadro 1: Iniciadores utilizados para amplificar os genes codificadores de

fatores de viruléncia de E. coli relacionados a infec¢des extra intestinais.

Gene Sequéncia de primers (5'-3") Amplicon (bp) Referéncias
hiyA %gﬁ#f?ﬁg@gg?gﬂgggg?g 1177 YAMAMOTO et al., 1995
sat T L 667 EWERS et al., 2007
vat TCgTTgTGCGAgﬁTCAGAgSETT%‘G 981 EWERS et al., 2004
iss1 GTGggg@ﬁggggg?TGAGAAATAAiAGC 760 HORNE et al., 2000
<o CAGCAACCCGAACCACTTGATG 423 JOHNSON; WANNEMUEHLER;
AGCATTGCCAGAGCGGCAGAA NOLAN, 2008
Irp2 ﬁég%gg%%?ggg?%cceﬁég 281 SCHUBERT et al., 1998
fyuA v pevs sl 780 SCHUBERT et al., 1998
cvileva nggﬁggﬁ%ﬁ%ﬁ%%}ggf 598 EWERS et al., 2007
i TGCCATCAACACAGTATATCC 116 YAMAMOTO; ECHEVERRIA,
TAGGATCCTCAGGTCGCGAGTGACGGC 1996
itutA %%ﬁ{%%gﬂgggg?fgﬁf;gg 302 JOHNSON; STELL, 2000
KpsMT-Il Cffgcig;gggifﬁgéﬂgz% A 272 JOHNSON; STELL, 2000
pon IR g omson ano
crl PSSV ol iale 250 MAURER et al., 1998
csgA AE&E;S@E&$S¢8£¢EK%C 200 MAURER et al., 1998
afaBC el ppaseamasiSalanel o 750 YAMAMOTO et al., 1995
N AATCCGGCAAAGAGACGAACCGCCT - JOHNSON et al.. 2006

GTTCGGGCAACCCCTGCTTTGACTTT
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TGGAACCCGCTCGTAATATAC

ibeA CTGCCTGTTCAAGCATTGCA 342 EWERS et al., 2004
papE GCAACAGCAACGCTGGTTGCATCAT 336 JOHNSON, 2000

AGAGAGAGCCACTCTTATACGGACA

3.4.3 Caracterizacao do perfil de resisténcia aos antimicrobianos para as

estirpes de Escherichia coli

A caracterizacdo do perfil de resisténcia a antimicrobianos foi realizada pelo
teste de microdiluicdo em caldo, conforme os padrdes definidos no documento
VETO1 (CLSI, 2020). Para a preparac¢do do indculo, as estirpes foram cultivadas
em caldo BHI (Difco) e incubadas a 37°C por 24 horas. A turbidez do cultivo foi
ajustada com solucao salina estéril (0,9%) de modo a obter uma turbidez 6ptica
comparavel a da solucdo padrdao 0,5 McFarland e confimada em
espectrofotometro (0,150 a 600 nm). Esta suspensao bacteriana ajustada possui
aproximadamente 1,0 a 2,0 x 108 UFC/ml, que foi novamente diluida na ordem
de 1:1000 em caldo Mueller Hinton Il (Difco) de maneira a obter uma
concentracdo final de, aproximadamente, 5,0 x 10° UFC/ml. Posteriormente, 50
ul desta suspensao final foram distribuidos em cada poco da microplaca, que foi
selada e incubada a 37°C por 18 horas. Os principios ativos testados, as
concentracbes e 0s pontos de corte usados na avaliacdo dos resultados séo

apresentados na Tabela 19 e na Figura 4.
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As concentracdes inibitérias minimas foram aferidas visualmente como as

menores contragdes dos antimicrobianos nos po¢os sem crescimento bacteriano

(sem a formacgdo de botdo). Foi utilizada como controle interno a estirpe

Staphylococcus aureus ATCC 29213. As CIMso e CIMgo foram determinadas

conforme prescrito por (SCHWARZ et al., 2010).

Tabela 19- Antimicrobianos selecionados para teste, concentracfes testadas e
pontos de corte preconizados pela literatura e pelo CLSI.

ATIVO VARIACAO S* I R
Amoxicilina/ Clavulanato (AUG) 1/0,5-32/64 <8/4 16/8 > 32/16
Ampicilina (AMP) 1-64 <8 16 =32
Ceftiofur (T10) 0,25-8 <2 4 28
Cefalexina - E. coli — UTI (LEX) 0,5-32 <16 4 =32
Fosfomicina (FOS) 8-512 <64 128 > 256
Oxitetraciclina (OXI) 2-32 <4 8 =16
Estreptomicina (STR) 1-16 28
Florfenicol (FFN) 0,5-8 < 8 =16
Espectinomicina (SPE) 8-128 <32 64 > 128
Ciprofloxacina (CIP) 1-4 < 0,06 0,12-0,5 >1
Enrofloxacina (ENO) 0,25-4 <0,12 0,25 20,5
Marbofloxacina (MAR) 0,06-4 <1 2 24
Gentamicina (GEN) 0,5-16 <4 8 =16
Neomicina (NEO) 4-16 - - 28
Azitromicina (AZI) 4-64 <16 - =32
Colistina (COL) 1-16 - - =4
Sulfametoxazol (SUL) 128-512 < 256 - =512
Trimetoprim/ Sulfametoxazol (STX) 1/9-4/76 <2/38 - 24/76
*S- sensivel, | — intermediario, R- resistente
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 + + -
A TIO AUG AUG AUG AUG AUG AUG AUG STR SPE AZI ENO
8 64/32 32/16 16/8 8/4 4/2 2/1 1/0,5 16 128 64 4
B TIO AMP AMP AMP AMP AMP AMP AMP STR SPE AZI ENO
4 64 32 16 8 4 2 1 8 64 32 2
C TIO LEX LEX LEX LEX LEX LEX LEX STR SPE AZ| ENO
2 32 16 8 4 2 1 0,5 4 32 16 1
D TIO FOS FOS FOS FOS FOS FOS FOS STR SPE AZ| ENO
1 512 256 128 64 32 16 8 2 16 8 0,5
E TIO MAR MAR MAR MAR MAR MAR MAR STR SPE AZI ENO
0,5 4 2 1 0,5 0,25 0,12 0,06 1 8 4 0,25
= TIO COL COL COL COL COL CIP CIP CIP NEO NEO NEO
0,25 16 8 4 2 1 4 2 1 16 8 4
G GEN GEN GEN GEN GEN GEN SUL SUL SUL STX STX STX
16 8 4 2 1 0,5 512 256 128 4/76 2/18 1/9
FFN FFN FFN FFN FFN OXl OXI OXl OXl oxXi
H 8 4 2 1 0,5 32 16 8 4 2 POS POS

Figura 4- Distribuic&o das diluicdes de antimicrobianos na microplaca

3.4.4 Analise estatistica

O perfil de resisténcia das espécies isoladas sera determinado com base
nos pontos de corte disponiveis nos documentos VETO01S, M1000S e M45 do
CLSI (2020). Para a analise de agrupamento dos perfis de resisténcia sera
utilizado o programa Bionumerics 7.6 (Applied Maths), sendo necesséaria a
transformacao dos perfis para dados binarios. Um dendrograma sera construido
para cada espécie bacteriana utilizando o coeficiente de “different values” e o
método de Ward.
A analise de associacdo entre presenca dos genes de viruléncia e alteracao
histolégica foi realizada com o SPSS 16.0 (SPSS Inc,, Chicago, IL, EUA) usando
os testes qui-quadrado e exato de Fisher. A significAncia estatistica foi

considerada quando os valores de p foram menores que 0,05.
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3.5 Resultados

3.5.1 Pesquisa de genes de viruléncia associados a EXPEC

Um total de 120 estirpes isoladas de 48 animais foram submetidas a pesquisa
de genes de viruléncia relacionados a infec¢do extra intestinal, sendo 78 em
bexiga e 44 em rim. Os genes testados e suas frequéncias estdo apresentados
na tabela 11. O gene mais frequente foi crl, presente em 117 das 120 estirpes,
tanto em fémeas com lesGes microscépicas em bexiga e rins quanto em fémeas
sem alteragOes, seguido pelos genes csgA, iroN, fimH e autA. Em 12,4% (6/48)
e 33,3% (24/72) das estirpes de fémeas com lesdo microscopica em bexiga e
rim e fémeas sem alteracdes, respectivamente, foram detectados pelo menos
seis genes de viruléncia extra intestinais (Gréficos 3 e 4).

Houve diferenca significativa para a frequéncia de alguns genes de viruléncia
entre os grupos com lesdo microscopica e sem alteracdo (Tabela 12). As fémeas
com les@o microscépica em bexiga e/ou rim tiveram maior frequéncia dos genes
iss2, Irp2, cvilcva e issl. Além disso, alguns genes estavam presentes apenas

nos animais sem alterag6es microscopicas como vat, ibeA, neuS e papE.
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Tabela 20: Frequéncia de estirpes positivas para os genes codificadores de

fatores de viruléncia para infeccéo extraintestinal.

Bexiga Rim
Gene Com leséo Sem lesédo Com leséo Sem lesédo

N % N % p valor N % N % p valor
astA 3 115 6 115 1,0 6 27,3 4 20,0 0.722

cdtB 2 7,7 4 7,7 1,0 0 0,0 0 0,0 1,0
crl 26 100,0 52 100,0 1,0 21 95,5 18 90,0 0.597
CcSgA 23 88,5 48 92,3 0.680 19 86,4 14 70,0 0.268
cvilcva 2 7,7 2 3,8 0.597 9 40,9 2 10,0 | 0.0232
fimH 26 100,0 52 100,0 1,0 13 59,1 9 45,0 0.362

hlyF 3 115 9 17,3 0.740 22 100,0 20 100,0 1,0

ibeA 0 0,0 2 3,8 0.549 0 0,0 0 0,0 1,0
iroN 19 73,1 44 84,6 | 0.2222 21 95,5 16 80,0 0.174
iss 1 3 11,5 7 13,5 1,0 7 31,8 1 50 0.047
iss 2 5 19,2 10 19,2 1,02 9 40,9 1 50 0.009
iucD 22 84,6 47 90,4 0.709 10 45,5 1 50 0.0022
iutA 25 96,2 48 92,3 0.659 14 63,6 2 10,0 | <0.002
kpsMTII 6 23,1 6 11,5 0.318 2 9,1 7 35,0 0.062
Irp2 5 19,2 8 15,4 0.750 8 36,4 4 20,0 | 0.2412
papC 0 0,0 2 3,8 0.549 4 18,2 0 0,0 0.108

papE 0 0,0 2 3,8 0.549 0 0,0 0 0,0 1,0
sat 7 26,9 6 11,5 0.110 0 0,0 1 50 0.476
sfa 8 30,8 9 17,3 | 0.1742 0 0,0 3 15,0 0.099
usp 1 3,8 3 58 1,0 1 4,5 3 15,0 0.332
vat 0 0,0 1 1,9 1,0 0 0,0 1 50 0.476

a Probabilidade pelo teste de qui-quadrado.
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3.5.2 Perfil de resisténcia aos antimicrobianos para as estirpes de Escherichia
coli

Foram avaliadas 120 estirpes de E. coli, as quais apresentaram elevada
frequéncia de resisténcia a diversas classes de antimicrobianos (Figura 5,
Tabela 12). As estirpes apresentaram maior frequéncia de resisténcia para
ciprofloxacina (100%), enrofloxacina (85%), oxitetraciclina (83,3%), ampicilina
(71,7%), estreptomicina (70%), azitromicina (64,2%) e florfenicol (55,8%). Com
excecdo da estreptomicina, a classe dos aminoglicosideos (gentamicina,
neomicina e espectinomicina) apresentaram boa acdo contra as estirpes de E.

coli, juntamente com colistina, fosfomicina, cefalexina e o ceftiofur.
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Tabela 21: Distribuicdo dos valores de CIM, valores de CIM 50, CIM 90 e taxa de resisténcia identificada entre as estirpes de E. coli.

Nimero de cepas

Antimicrobianos 006 012 025 05 1 2 2 8 16 32 64 128 >128 (ilg’\f;sg (ilghf;gg Res
Ampicilina 0 0 0 0 3 19 10 0 2 2 1 83 0 >64 >64 71,7
Amoxicilina/clavulanato (2:1)* 0 0 0 0 0 1 17 18 22 43 16 3 0 32 64 51,7
Ceftiofur 0 0 89 26 3 0 0 0 2 0 0 0 0 <0,25 05 1,7
Cefalexina 0 0 0 0 0 2 30 71 10 4 3 0 0 8 16 5,8
Enrofloxacina 0 0 18 ‘ 8 13 11 6 64 0 0 0 0 0 >4 >4 85,0
Ciprofloxacina 0 0 0 0 ‘ 11 6 11 92 0 0 0 0 0 >4 >4 100,0
Marbofloxacina 5 6 8 13 14 8 ’ 14 52 0 0 0 0 0 4 >4 55,0
Espectinomicina 0 0 0 0 0 0 0 61 27 12 7 10 3 <8 128 10,8
Florfenicol 0 0 0 2 5 6 13 27 67 0 0 0 >8 >8 55,8
Gentamicina 0 0 0 78 14 2 2 5 7 12 0 0 0 <0,5 16 15,8
Neomicina 0 0 0 0 0 0 110 ‘ 2 8 0 0 0 0 <4 <4 8,3
Oxitetraciclina 0 0 0 0 0 19 1 0 0 2 98 0 0 >32 >32 83,3
Azitromicina 0 0 0 0 0 0 43 ‘ 19 7 8 8 35 0 8 >64 64,2
Estreptomicina 0 0 0 0 0 9 17 4 6 84 0 0 0 >16 >16 70,0
Fosfomicina 0 0 0 0 0 0 0 113 4 3 0 0 0 <8 <8 0,0
Colistina 0 0 0 0 65 51 ‘ 1 0 0 3 0 0 0 <1 2 3,3

*Considerando o valor da amoxicilina, barra vermelha indica o ponto de corte para resisténcia, células de cor laranja indicam a faixa de concentracdes avaliada, células em cinza

indicam valor > que a concentragéo anterior.

CIM (ug/ml) <128 256 512 >512 CIM*50 CIM*90 Res
(pg/mL) (pg/mL) %
Sulfadimetoxina 45 51 ‘ 20 4 256,00 512,00 20%
CIM*50 CIM*90 Res
<
CIM (ug/ml) <119 2/38 476 >4/76 (ug/mL) (ug/mL) %
Trimetoprim/ Sulfametoxazol 92 0 ‘ 0 28 <1\9 >4\76 23%
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3.6 Discusséo

As estirpes de E. coli isoladas apresentaram uma alta frequéncia de genes de
viruléncia extra intestinais pesquisados. Esses fatores sédo importantes na
colonizacéo e na ascensao da bactéria no trato geniturinario (WILES; KULESUS;
MULVEY, 2008).

Em bexigas, os genes crl e fimH, que fazem parte do sistema de adesao,
foram os mais prevalentes, com o crl sendo detectado em 100% das estirpes de
fémeas com e sem lesdo microscépica em bexiga. O gene crl (gene de filamento
curli), que faz parte do grupo das adesinas afimbriais, codifica o apéndice Curli
encontrado na superficie externa da maioria das cepas de E. coli e é responsavel
pela aderéncia nessas superficies, além de participar da formacéo de biofilme
(WHITT & SALYERS, 2002). Outra variante do gene curli, csgA, encontrada em
88,5% e 92,3% das fémeas com e sem lesdo microscopica, respectivamente,
agem em conjunto com o gene crl para proporcionar estabilidade na secrecéo
de diversos genes, tornando essas cepas mais virulentas. Ja o gene fimH,
pertencente ao grupo das adesinas fimbriais, permitem a adeséo das bactérias
em diferentes superficies por moléculas proteicas denominadas fimbrias e que
reconhecem receptores nas células do hospedeiro (SIRLICI; TRABULSI, 2005).
Em alta frequéncia também, os genes iutA, iucD e iroN fazem parte do sistema
de aquisicdo de ferro e foram encontrados em 96,2%, 84,6% e 73,1%,
respectivamente, nas fémeas com lesdo microscopica em bexiga e em 92,3%,
90,4% e 84,6%, respectivamente, nos animais sem lesdo microscopica em
bexiga. Esses genes sao importantes por auxiliar na sobrevivéncia da bactéria
fora do intestino, permitindo a colonizacdo de outros tecidos, onde a

disponibilidade de ferro ndo € téo alta (DER VARTANIAN et al., 1992). Em rins,
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além da alta prevaléncia dos genes crl, iroN e csgA, encontrados com uma
frequéncia alta em bexigas também, temos o gene hlyF que foi encontrado em
100% das estirpes isoladas em rins de fémeas com e sem lesdo microscopica.
O gene hly (hemolisina), além de lesionar as células hospedeiras, suprime a
producdo de citocinas e interleucinas, permitindo que a bactéria se estabeleca
no organismo hospedeiro. Cepas que nao possuem genes que promovem
hemolise, consequentemente ndo apresentam citotoxicidade elevada e ndo sdo
capazes de suprimir citocinas, dificultando assim sua colonizagéo no hospedeiro
(HILBERT et al., 2012). Além disso, um estudo sugeriu que hlyF é um gene de
viruléncia que proporciona a migragdo do trato urinario para a corrente
sanguinea, podendo causar septicemia (SZEMLAKO et al., 2013). Toxinas como
a hemolisina hlyF sdo conhecidamente importantes no estabelecimento de
doencas em mamiferos, permitindo a disseminacdo da bactéria, liberando
nutrientes do hospedeiro e incapacitando as células do sistema imune (WILES
et al. 2008), porém ndo ha dados aprofundados em relacdo aos suinos, o que
sugere um resultado relevante ja que foi encontrado, no presente estudo, em
todas as amostras de rins com ou sem lesdo microscopica. Os genes sat e vat
que também codificam para toxinas foram encontrados em baixa prevaléncia em
ambos os grupos (bexiga e rim).

Nas amostras de rins, alguns genes como iutA, iucD, cvi/cva, issl e iss2,
demostraram uma frequéncia significativamente maior nas fémeas com leséo
microscopica quando comparado as fémeas sem lesdo microscopica. Os genes
iutA e iucD fazem parte do sistema de aquisicdo de ferro como mencionado
acima e sdo essenciais na sobrevivéncia da bactéria em ambientes extra

intestinais como o trato urinario superior. Ja 0s genes issl e iss2 estdo
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relacionados a maior resisténcia sérica e quando associados aos genes iucD e
iutA, estéo relacionados a elevados niveis de viruléncia, e mesmo a posse de
qualquer um desses genes é suficiente para niveis intermediarios de viruléncia
em APEC (TIVENDALE et al., 2004). O gene cvi/cva € um marcador de um
plasmideo de viruléncia e sua frequéncia significativamente maior nas estirpes
de porcas com lesdo microscopica em rim indica que essas estirpes podem
apresentar uma caracteristica mais invasiva e virulenta. Além disso, esse gene
esta ligado a capacidade de superar as defesas do hospedeiro (JOHNSON;
WANNEMUEHLER; NOLAN, 2008; SIRLICI; TRABULSI, 2005).

Em relacdo aos perfis de viruléncia, observou-se que para bexiga, a
associacao iutA+iucD+csgA+iroN+fimH+crl foi muito recorrente, encontrada em
21,79% (17/78) das fémeas. Quando analisadas separadamente, as amostras
de bexiga apresentaram maior variedade de associacdes de perfis diferentes (15
perfis com genes de viruléncia associados), quando comparadas as amostras de
rim, que demonstraram uma variedade de 4 associa¢0es de perfis de viruléncia.
Para os rins, o perfil de viruléncia mais frequente tinha os genes iroN, hlyF, crl e
csgA associados em 14,28% (6/42) das fémeas com amostras de rim. Ainda,
guando observado o perfil de viruléncia presente em ambos os grupos (bexiga e
rim), temos a associacao dos genes iutA+iucD+csgA+iroN+fimH+crl em 14,16%
das fémeas (17/120), assim como 0s presentes em Bexiga, o que indica a
possibilidade da ascenséo dessas bactérias do trato urinario inferior para o trato
urinario superior. Como a diferenca entre os perfis de genes de viruléncia entre
as amostras isoladas de bexiga e rim com e sem lesdo microscopica foram
baixas, é importante discutir que ndo somente a presenca dos genes viruléncia

e seus niveis de expressdo sdo necessarios para que ocorra doenca (PITOUT,
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2012), mas também as condicbes do habitat, no caso o trato urinario, com
presenca associagdo entre bactérias e consequente desequilibro da microbiota,
que podem ser importantes para o surgimento clinico da infec¢éo.

As estirpes de Escherichia coli testadas apresentaram elevada resisténcia
para alguns antimicrobianos, como ciprofloxacina, estreptomicina, enrofloxacina,
oxitetraciclina, azitromicina e ampicilina, com alguns desses sendo
frequentemente utilizados na suinocultura (DUTRA et al., 2021), inclusive para o
tratamento de infeccbes do trato urinario. Resultados semelhantes foram
encontrados por Spindola et al., (2018), que também encontrou elevada
resisténcia de UPEC a tetraciclina, florfenicol e ampicilina, e corroborando com
0 estudo atual, foram sensiveis ao ceftiofur, gentamicina, espectinomocina e a
amoxicilina + 4cido clavulanico. Em contraste, 51,7% das estirpes deste estudo
apresentaram resisténcia a amoxicilina + acido clavulanico.

Nos ultimos anos, a ocorréncia de isolados multirresistentes de E. coli
aumentou de maneira consideravel (SCHROEDER et al., 2002). Spindola et al.
(2018), observaram um total de 98% dos isolados (182/186) apresentando
resisténcia multidrogas, com maiores niveis de resisténcia as sulfonamidas,
tetraciclina, florfenicol e ampicilina. Os autores demonstraram também que
animais doentes representam fontes de bactérias resistentes para animais
saudaveis. Resultados posteriores confirmaram que suinos de rebanhos
clinicamente afetados podem servir como reservatorio de cepas de E. coli
uropatogénicas e multirresistentes (SPINDOLA et al., 2018).

Das 120 estirpes testadas nesse estudo, 110 (91,6%) foram classificadas
como multirresistentes — resistentes a pelo menos um antimicrobiano em no

minimo trés classes de antimicrobianos (MAGIORAKOS et al., 2012). E
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importante ressaltar que alguns desses antimicrobianos s&o considerados de
importancia critica em medicina humana, como cefalexina e a ciprofloxacina
(WHO, 2018). A terapia antimicrobiana de amplo espectro € geralmente
recomendada e considerada no tratamento de infec¢des urinarias causadas por

E. coli, porém a sua eficicia depende da suscetibilidade ao patégeno.

3.1 Conclusao

A presenca de varios dos genes de viruléncia testados, alguns em elevada
frequéncia, indica que as estirpes de E. coli isoladas do trato urinario de porcas
possuem os fatores que caracterizam E. coli extraintestinais patogénicas
(EXPEC) e tém potencial para causar infeccdo. As estirpes isoladas de fémeas
com lesao microscopica em rim apresentaram uma frequéncia significativamente
maior de alguns desses genes em relacdo as porcas sem lesdo, como 0s genes
iucD, iutA, cvilcva, issl e iss2, e que podem servir como marcadores de infeccao.
Os elevados niveis de resisténcia observados, com mais de 90% das estirpes
sendo classificadas como multirresistentes é um forte indicador do uso

indiscriminado de antimicrobianos em suinos.
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Anexo |

Tabela 22 - Caracterizacéo das amostras de bexiga e resultados da avaliacdo histopatolégica e
de isolamentos.

Bexiga Bexiga Bactéria E. coli Fungo
° Afecgdes macroscopicas Diagnéstico morfolégico Positivo | Positivo | Positivo
NUT3 Lesdo macroscopica livre de alteracdes 1 1 0
NUT6 Lesdo macroscopica livre de alteracdes 1 1 1
NUT7 Sem alteragéo digna de nota | livre de alteragdes 1 0 0
NUT8 Les&o macroscopica livre de alteragbes 1 1 0
NUT9 Les&o macroscopica Cistite cronica multifocal moderada 1 1 0
NUT12 Sem alteracéo digna de nota | NT 0 0 0
NUT15 Sem alteracéo digna de nota | livre de alteragdes 1 0 0
NUT16 Les&o macroscopica livre de alteragbes 1 1 0
NUT18 Les&o macroscopica Cistite cronica difusa moderada 0 0 0
NUT25 Sem alteragéo digna de nota | Cistite cronica difusa moderada 1 1 0
NUT27 Sem alteragéo digna de nota | livre de alteragdes 1 0 0
NUT31 Sem alteracéo digna de nota | livre de alteragdes 1 0 1
NUT32 Sem alteracéo digna de nota | Cistite cronica difusa moderada 1 0 1
NUT33 Lesao macroscopica livre de alterag6es 1 0 0
NUT34 Sem alteracgado digna de nota | livre de alteracdes 1 0 1
NUT35 Sem alteracado digna de nota | livre de alteracdes 1 0 0
NUT36 Sem alteracao digna de nota | livre de alteracdes 1 1 0
NUT38 Les&@o macroscoépica livre de alteracdes 1 1 1
NUT39 Les&@o macroscoépica livre de alteracdes 1 1 1
NUT42 Sem alteracado digna de nota | livre de alteracdes 1 0 0
NUT43 Sem alteracao digna de nota | livre de alteracdes 1 1 1
NUT44 Sem alteracgado digna de nota | livre de alteracdes 1 0 0
NUT45 Les&@o macroscoépica livre de alteracdes 1 1 1
NUT46 Sem alteracgao digna de nota | livre de alteracdes 1 0 1
NUT47 Les&@o macroscoépica livre de alteracdes 1 1 0
NUT48 Les&@o macroscoépica livre de alteracdes 0 0 0
NUT49 Lesao macroscopica livre de alteragbes 1 1 0
NUT50 Lesdo macroscopica Cistite cronica difusa moderada 1 1 1
NUT51 Sem alteracédo digna de nota | livre de alteracdes 1 1 0
NUT52 Lesdo macroscopica livre de alteracdes 1 1 0
NUT53 Lesdo macroscopica livre de alteracdes 1 1 0
NUT54 Lesdo macroscopica livre de alteracdes 1 1 1
NUT55 Lesdo macroscopica livre de alteracdes 0 0 0
NUT56 Sem alteracédo digna de nota | livre de alteracdes 1 0 0
NUT57 Lesdo macroscopica Cistite cronica difusa grave 1 0 0
NUT58 Sem alteracédo digna de nota | livre de alteracdes 1 0 0
NUT60 Lesdo macroscopica Cistite aguda difusa moderada 1 1 0
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Continuacao...

Bexiga Bexiga Bactéria E. coli Fungo
° Afecgdes macroscopicas Diagnostico morfoldgico Positivo | Positivo | Positivo
NUT61 Sem alteracéo digna de nota | Cistite cronica difusa moderada 1 1 0
NUT62 Sem alteracéo digna de nota | Cistite cronica focal moderada 1 1 0
NUT63 Les&o macroscopica livre de alteragbes 1 0 0
NUT64 Les&o macroscopica livre de alteragbes 0 0 0
NUT65 Les&o macroscopica livre de alteragbes 1 0 0
NUT66 Lesao macroscopica Cistite cronica multifocal moderada 1 1 0
NUT67 Lesdo macroscopica livre de alteracdes 1 1 0
NUT69 Sem alteracgao digna de nota | Cistite cronica difusa moderada 1 1 1
NUT70 Lesdo macroscopica livre de alteracdes 0 0 0
NUT71 Lesdo macroscopica livre de alteracdes 1 1 0
NUT72 Sem alteracgado digna de nota | livre de alteracdes 0 0 0
NUT73 Sem alteragado digna de nota | Cistite aguda multifocal moderada 1 0 1
NUT75 Lesdo macroscopica livre de alteracdes 1 0 0
NUT76 Lesdo macroscopica livre de alteracdes 1 0 0
NUT77 Sem alteracgao digna de nota | livre de alteracdes 1 0 0
NUT78 Sem alteracgao digna de nota | Cistite cronica difusa moderada 1 1 0
NUT79 Les&@o macroscoépica livre de alteracdes 0 0 0
NUT80 Les&@o macroscoépica livre de alteracdes 0 0 0
NUT81 Les&o macroscopica livre de alteragbes 1 1 0
NUT82 Les&o macroscopica Cistite aguda difusa moderada 1 1 0
NUT83 Sem alteragéo digna de nota | livre de alteracdes 0 0 0
NUT85 Lesao macroscopica Cistite aguda difusa moderada 1 0 0
NUT87 Sem alteragéo digna de nota | livre de alteragdes 0 0 0
NUT88 Lesao macroscopica livre de alteragbes 0 1 0
NUT89 Les&o macroscopica livre de alteragbes 1 0 0
NUT91 Les&o macroscopica Cistite aguda difusa moderada 1 1 1
NUT93 Les&o macroscopica Cistite cronica multifocal moderada 1 1 1
NUT94 Sem alteragéo digna de nota | livre de alteracdes 1 0 0
NUT95 Sem alteracédo digna de nota | livre de alteracdes 1 1 0
NUT96 Lesdo macroscopica Cistite cronica difusa moderada 1 1 1
NUT97 Sem alteracéo digna de nota | livre de alteragdes 1 0 0
NUT99 Sem alteracéo digna de nota | livre de alteragdes 0 0 1
NUT102 | Sem alteracdo digna de nota | livre de alteracdes 1 1 0
NUT103 | Sem alteracdo digna de nota | livre de alteracdes 1 1 0
NUT104 | Sem alteracdo digna de nota | livre de alteracdes 0 0 1
NUT106 | Sem alteracdo digna de nota | Cistite cronica difusa moderada 1 1 0
NUT108 | Les@o macroscopica livre de alteracbes 1 0 0
NUT109 | Les&o macroscépica livre de alteracbes 1 1 1
NUT110 | Sem alteracdo digna de nota | livre de alteracdes 1 0 1
NUT112 | Sem alteracdo digna de nota | livre de alteracdes 0 0 0
NUT114 | Les&o macroscopica livre de alteracbes 1 1 0
NUT115 | Les&o macroscoépica livre de alteracbes 0 0 0

85



Continuacdo...

Bexiga Bexiga Bactéria E. coli Fungo
° Afecgdes macroscopicas Diagnéstico morfolégico Positivo | Positivo | Positivo
NUT116 | Lesdo macroscépica livre de alteracdes 1 1 1
NUT117 | Lesdo macroscépica livre de alteracdes 1 1 1
NUT119 | Les&do macroscépica livre de alteracdes 1 0 0
NUT121 | Les&do macroscépica livre de alteracdes 1 0 1
NUT122 | Lesdo macroscépica livre de alteracdes 0 0 0
NUT123 | Sem alteracéo digna de nota | livre de alteracbes 0 0 0
NUT124 | Lesdo macroscépica livre de alteracdes 0 0 0
NUT125 | Lesdo macroscépica livre de alteracdes 1 0 0
NUT127 | Lesdo macroscépica Cistite aguda difusa moderada 1 1 0
NUT128 | Lesdo macroscépica livre de alteracdes 1 1 0
NUT129 | Sem alteracéo digna de nota | livre de alteracbes 0 0 0
NUT130 | Sem alteragao digna de nota | Cistite cronica multifocal moderada 0 0 0
NUT131 | Les&o macroscoépica livre de alteragbes 1 1 0
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Anexo Il

Tabela 23 - Caracterizagdo das amostras de rim e resultados da avaliacdo histopatoldgica e de

isolamentos.
Rim Rim Bactéria E. coli Fungo

D Afecgdes macroscopicas Diagndéstico morfolégico Positivo | Positivo | Positivo
NUT3 Sem alteracéo digna de nota | Nefrite multifocal moderada NT NT NT
NUT6 Sem alteracéo digna de nota | Pielonefrite multifocal moderada NT NT NT
NUT7 Sem alteracéo digna de nota | Nefrite multifocal moderada NT NT NT
NUT8 Sem alteracéo digna de nota | livre de alteracGes NT NT NT
NUT9 Sem alteracéo digna de nota | Nefrite multifocal moderada NT NT NT
NUT12 Lesdo macroscopica Nefrose multifocal 1 1 1
NUT15 Sem alteracéo digna de nota | Nefrose multifocal NT NT NT
NUT16 Sem alteracéo digna de nota | livre de alteracGes NT NT NT
NUT18 Sem alteracéo digna de nota | livre de alteracGes 1 1 0
NUT25 Sem alteracdo digna de nota | livre de alteracGes NT NT NT
NUT27 Sem alteracao digna de nota | Nefrite multifocal moderada NT NT NT
NUT31 Sem alteracao digna de nota | livre de alteracdes NT NT NT
NUT32 Sem alteracao digna de nota | livre de alteracdes NT NT NT
NUT33 Sem alteracao digna de nota | livre de alteracdes NT NT NT
NUT34 Sem alteracao digna de nota | livre de alteracdes NT NT NT
NUT35 Sem alteracao digna de nota | livre de alteracdes NT NT NT
NUT36 Sem alteracao digna de nota | Nefrite multifocal moderada NT NT NT
NUT38 Sem alteracao digna de nota | Nefrose multifocal NT NT NT
NUT39 Sem alteracao digna de nota | livre de alteracdes NT NT NT
NUT42 Sem alteracao digna de nota | Nefrose multifocal NT NT NT
NUT43 Sem alteracao digna de nota | NT NT NT NT
NUT44 Sem alteracao digna de nota | livre de alteracdes NT NT NT
NUT45 Sem alteracdo digna de nota | livre de alteracGes 1 1 1
NUT46 Sem alteracdo digna de nota | livre de alteracGes NT NT NT
NUT47 Sem alteracéo digna de nota | livre de alteracGes 1 1
NUT48 Sem alteracéo digna de nota | Nefrite multifocal moderada 1 0
NUT49 Lesdo macroscopica livre de alteracGes 1 1
NUT50 Lesdo macroscépica Nefrose multifocal 1 1 0
NUT51 Sem alteracdo digna de nota | Nefrite multifocal moderada NT NT NT
NUT52 Sem alteracao digna de nota | livre de altera¢des 1 1 0
NUT53 Sem alteracao digna de nota | livre de altera¢des 1 1 1
NUT54 Lesdo macroscépica Nefrose multifocal 1 1 0
NUT55 Sem alteracao digna de nota | livre de altera¢des 1 0 1
NUT56 Sem alteracdo digna de nota | Nefrite multifocal moderada NT NT NT
NUT57 Sem alteracéo digna de nota | Pielonefrite multifocal moderada 1 0 0
NUT58 Sem alteracéo digna de nota | Nefrite multifocal moderada NT NT NT
NUT60 Sem alterac&o digna de nota | livre de alteracGes 1 1 0
NUT61 Sem alteracéo digna de nota | Nefrite multifocal moderada NT NT NT
NUT62 Sem alteracéo digna de nota | Nefrite multifocal moderada NT NT NT
NUT63 Lesdo macroscopica Nefrite multifocal moderada 1 1 0
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Continuacdo...

D Rim Rim Bactéria E. coli Fungo
Afecgdes macroscopicas Diagndéstico morfolégico Positivo | Positivo | Positivo
NUT64 Sem alteracao digna de nota | Nefrose difusa 1 1 1
NUT65 Sem alteracao digna de nota | livre de alteracdes 1 0 1
NUT66 Lesdo macroscépica livre de alteracdes 1 1 1
NUT67 Sem alteracao digna de nota | livre de alteracdes 1 1 1
NUT69 Sem alteracao digna de nota | Nefrose multifocal NT NT NT
NUT70 Sem alteracao digna de nota | Nefrite multifocal moderada 1 0 0
NUT71 Sem alteracao digna de nota | Nefrite multifocal moderada 1 1 0
NUT72 Sem alteracao digna de nota | livre de alteracdes NT NT NT
NUT73 Sem alteracao digna de nota | Nefrite multifocal moderada 1
NUT75 Lesdo macroscépica Nefrite multifocal moderada 1 0
NUT76 Lesdo macroscépica livre de alteracdes 1
NUT77 Sem alteracéo digna de nota | Nefrite multifocal moderada NT NT NT
NUT78 Sem alteracéo digna de nota | Nefrite multifocal moderada NT NT NT
NUT79 Sem alteracdo digna de nota | livre de alteracGes 1 1 0
NUT80 Sem alteracéo digna de nota | Nefrite multifocal moderada 1 0 0
NUT81 Sem alteracéo digna de nota | Nefrite multifocal moderada 1 1 0
NUT82 Sem alteracéo digna de nota | Nefrite multifocal moderada 1 1 0
NUT83 Sem alteracéo digna de nota | Nefrite multifocal moderada NT NT NT
NUT85 Lesdo macroscopica Nefrose multifocal 1 0 0
NUT87 Lesdo macroscopica livre de alteracGes 1 0 0
NUT88 Sem alteracéo digna de nota | livre de alteracGes 1 0 0
NUT89 Sem alteracéo digna de nota | livre de alteracGes 1 0 0
NUT91 Lesdo macroscopica Nefrose multifocal 1 1 0
NUT93 Les&do macroscoépica Nefrite multifocal moderada 1 1 1
NUT94 Sem alteracao digna de nota | Nefrite multifocal moderada NT NT NT
NUT95 Sem alteracao digna de nota | livre de alteracdes NT NT NT
NUT96 Sem alteracao digna de nota | livre de alteracdes 1 1 1
NUT97 Sem alteracao digna de nota | Nefrose multifocal NT NT NT
NUT99 Sem alteracao digna de nota | livre de alteracdes NT NT NT
NUT102 | Sem alteracdo digna de nota | NT NT NT NT
NUT103 | Sem alteracéo digna de nota | Nefrite multifocal moderada NT NT NT
NUT104 | Sem alteracéo digna de nota | livre de altera¢des NT NT NT
NUT106 | Sem alteracéo digna de nota | livre de altera¢des NT NT NT
NUT108 | Les&o macroscopica livre de alteracGes 1 0 1
NUT109 | Les&o macroscopica Nefrose multifocal 1 1
NUT110 | Sem alteracéo digna de nota | Nefrite multifocal moderada NT NT NT
NUT112 | Sem alteracéo digna de nota | Nefrite multifocal moderada NT NT NT
NUT114 | Sem alteracéo digna de nota | livre de alteragbes 1 1 1
NUT115 | Sem alteracéo digna de nota | livre de alteragbes 1 1 1
NUT116 | Les&o macroscopica livre de alteracdes 1 0 1
NUT117 | Sem alteracéo digna de nota | Nefrose multifocal 1 1 0
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Continuacdo...

D Rim Rim Bactéria E. coli Fungo
Afecgdes macroscopicas Diagndéstico morfolégico Positivo | Positivo | Positivo
NUT119 | Sem alteracéo digna de nota | livre de alteragcbes 0 0 1
NUT121 | Sem alteracéo digna de nota | Nefrite multifocal moderada 1 1 0
NUT122 | Les&do macroscopica livre de alteracdes 1 0 1
NUT123 | Sem alteracéo digna de nota | livre de alteragcbes NT NT NT
NUT124 | Sem alteracéo digna de nota | livre de alteragcbes
NUT125 | Sem alteracéo digna de nota | livre de alteragcbes
NUT127 | Lesdo macroscopica Nefrose multifocal 1 1 0
NUT128 | Sem alteracéo digna de nota | livre de alteragbes NT NT NT
NUT129 | Sem alteracdo digna de nota | Nefrite multifocal moderada NT NT NT
NUT130 | Sem alteracdo digna de nota | Nefrite multifocal moderada NT NT NT
NUT131 | Sem alteracéo digna de nota | livre de alteragcbes NT NT NT
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