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OCORRENCIA E SUSCETIBILIDADE ANTIMICROBIANA DE Campylobacter spp.
EM CAES, GATOS, CRIANGCAS E SUA IMPORTANCIA ZOONOTIC A

RESUMO - As espécies de Campylobacter sdo os agentes etiologicos mais
incriminados nos casos de gastroenterite humana. A principal forma de infeccao dos
humanos é o consumo de alimentos de origem animal e agua contaminada, porém,
estudos sdo necessarios para o melhor entendimento da epidemiologia e dos fatores
risco para a infeccdo de humanos e animais por estes microrganismos. Foram
coletadas e analisadas para a presenca de Campylobacter spp., amostras de fezes
de 160 criancas de até cinco anos e 120 amostras de pets (103 cdes e 17 gatos)
atendidos no Hospital de Clinicas e Hospital Veterinario, respectivamente, da
Universidade Federal de Uberlandia. A positividade foi de 6,87% entre as amostras
humanas e 18,3% entre as amostras de animais, com 100% de concordancia entre
os resultados obtidos pelo método fenotipico e genotipico. Das 33 amostras de fezes
positivas para Campylobacter spp., 57,6% foram identificadas como C. jejuni (15 de
caninos e quatro de criancas), 33,4% como C. coli (quatro de caninos, duas de
felinos e cinco de criancas) e 9% como Campylobacter gracilis (um cdo e duas
criangas). O bibtipo mais prevalente foi o C. jejuni biotipo I, com 13 isolados, seguido
pela C. coli biétipo | com 11 isolados. Houve resisténcia de mais de 50% das cepas
isoladas de cées ao ceftiofur, sulfazotrim, norfloxacina e tetraciclina. Dentre as cepas
isoladas de humanos destacaram-se as resisténcias a amoxicilina, cefazolina,
ceftiofur, eritromicina e norfloxacina. N&do houve diferencas ao perfil de resisténcia
entre as espécies C. coli e C. jejuni (p>0,05). Técnica de PCR demonstrou que entre
as 19 cepas de C. jejuni isoladas, 12 apresentavam dois a quatro dos genes de
viruléncia flaA, pdIA, cadF ou ciaB. Entre as cepas isoladas de caninos, uma
apresentou os quatro genes simultaneamente, duas possuiam trés genes e duas um
gene, as demais possuiam dois genes. Dentre as cepas isoladas de fezes humanas
todas apresentaram os genes flaA e cadF e somente uma amostra tinha o gene pdIA
e duas o gene ciaB. Todas as cepas que apresentaram 0s genes de viruléncia foram
isoladas de fezes de animais ou criangcas com diarréia. Foi observado nas amostras
isoladas de caes e gatos um alto indice de resisténcia ao sulfazotrim, com valores
de 66,7% e 100% respectivamente. Nas amostras isoladas das criancas os valores

de resisténcia mais preocupantes foram encontrados para a eritromicina e
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norfloxacina. Estes dados demonstram a necessidade de monitoramento quanto o
uso desses antimicrobianos ja que eles s@o a droga de eleicdo para tratamento das
gastrenterites em animais e da campilobacteriose em humanos, respectivamente. A
associacdo de fatores de risco e infeccdo por Campylobacter spp. em criangas
demonstrou: aumento da probabilidade de 3,57 vezes de ter diarréia, 0,49 vezes
mais chances quando em contato com pets e 1,4 vezes mais provavel quando em
antibioticoterapia, porém, todos sem significancia estatistica (p>0,05). Quando as
mesmas associacdes foram realizadas para caninos, as probabilidades aumentaram
7,38 vezes para a presenca de diarréia e 57,41 mais chances quando em uso de
antibidticos (p<0,05). A presenca dos quatro genes de viruléncia nas cepas isoladas
de caes aumentou em 11,36 vezes a probabilidade de o animal ter diarréia (p<0,05).
Apesar de nao ter havido neste estudo uma associacdo positiva entre o convivio
com pets e a infeccéo de criancas por Campylobacter spp. novas investigacdes mais
abrangentes devem ser realizadas, assim como, deve-se estabelecer a relagéo
epidemiologica por métodos moleculares entre cepas isoladas de infeccdes

humanas e animais.

Palavras-chave: pets, infec¢cdo, Campylobacter, epidemiologia, genes de viruléncia,

fatores de risco.
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Campylobacter spp. OCORRENCE AND ANTIMICROBIAL SUSCEPTIBILITY IN
DOGS, CATS, CHILDREN AND THEIR ZOONOTIC IMPORTANCE

ABSTRACT - The Campylobacter species are the etiologic agents
incriminated in most cases of human gastroenteritis. The main way of human
infection is the consumption of animal risen food and contaminated water, but studies
are required to better understand the epidemiology and risk factors for the infection of
humans and animals by these organisms. They have been collected and analyzed
for the presence of Campylobacter spp., faeces samples from 160 children under five
years old and 120 samples from pets (103 dogs and 17 cats) met at the Clinical
Hospital and Veterinary Hospital, respectively, at Federal University of Uberlandia.
The positivity was 6.87% among the human samples and 18.3% among the animal
samples, with 100% of agreement between the results obtained through phenotypic
and genotypic methods. From the 33 positive faeces samples for Campylobacter
spp., 57.6% were identified as C. jejuni (fifteen from dogs and four from children),
33.4% as C. coli (four from dogs, two from cats and five from children) and 9% as
Campylobacter gracilis (one from dog and two from children). The most prevalent
biotype was C. jejuni biotype I, with 13 isolated samples, followed by C. coli biotype |
with 11 isolated ones. There was resistance from more than 50% of the strains
isolated from dogs to ceftiofur, sulfazotrim, norfloxacin and tetracycline. Among the
strains isolated from humans samples could be headlined the resistance to
amoxicillin, cefazolin, ceftiofur, erythromycin, and norfloxacin. There were no
differences in resistance profile between the species C. coli and C. jejuni (p> 0.05).
The PCR technique showed that among 19 isolated strains of C. jejuni, 12 had
between two and four of the virulence genes: flaA, pdIA, cadF or ciaB. Among the
isolated strains from canine, one of them has shown the four genes simultaneously,
two strains had three genes and two of them had one gene, all the others had two
genes. Among the isolated strains from human faeces, all of them had the flaA and
cadF genes, only one sample contained the pdIA gene and two of the strains had the
ciaB gene. All the strains that showed the virulence genes have been isolated from
faeces of animals or children with diarrhea. It was observed a high rate of resistance
to sulfazotrim in isolated sample from dogs and cats, with values of 66.7% and 100%
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respectively. Among the children isolated samples the most troubling resistance
values were found to erythromycin and norfloxacin. This data demonstrates the need
to follow the use of antimicrobials as they are the drug of choice for gastroenteritis
treatment in animals and campylobacteriosis in humans, respectively. The
association of risk factors and infection of Campylobacter spp. in children
demonstrated: an increase of 3.57 times probability to have diarrhea, 0.49 times
more, when in contact with pets and 1.4 times more, during an antibiotic therapy, but
in all of them there was no statistical significance (p> 0.05 ). When the same
associations were created for dogs, the odds increased 7.38 times for the presence
of diarrhea and 57.41 more chances when on antibiotic use (p <0.05). The presence
of the four virulence genes in dogs isolated strains increased by 18.33 times the
probability of the animal get diarrhea (p <0.05). Although, in this study, there has
been no positive association between contact with pets and children infected by
Campylobacter spp., further investigation should be made such as it must be
established the epidemiological relationship by molecular methods for isolated strains

from human and animal infections.

KEYWORDS: pets, infection, Campylobacter, epidemiology, virulence genes, risk

factors



1 — INTRODUCAO

Nos seres humanos, Campylobacter €& a mais frequente
causa bacteriana de enterite alimentar (EFSA, 2009; EFSA, 2010). A espécie
Campylobacter jejuni € o agente etiolégico mais incriminado, com contribuicdes
menores para C. coli e C. lari (ALLOS, 2001; TAUXE et al.,, 1987). O papel da
Campylobacter como um patdgeno entérico em cdes € muito menos evidente.
Nestes animais, a bactéria é freqientemente isolada tanto de animais com sintomas
de enterite quanto de animais assintomaticos (BAKER et al, 1999; HALD, MADSEN,
1997; MOSER et al., 2001; SANDSTEDT et al., 1981).

O alimento é reconhecido como o veiculo mais frequentemente envolvido na
transmissdo de Campylobacter para os seres humanos em paises desenvolvidos
(MURPHY et al., 2006; EFSA, 2009). Porém, além da ingestdo de alimentos e agua
contaminados, o contato direto com animais portadores pode ser uma possivel fonte
de infeccéo por Campylobacter jejuni (DAMBORG et al., 2004; HOUF, 2008).

Pets como cades e gatos estdo cada vez mais presentes na convivéncia
familiar, particularmente em residéncias com crian¢cas. Em muitos casos, 0 contato
dos animais com crian¢as e adultos € bastante intimo, e no caso dos pets estarem
infectados com bactérias zoondticas, essas podem ser transmitidas aos humanos
por contato direto ou por fomites.

A importancia de Campylobacter spp. na salde publica e a possibilidade do
contato com animais domeésticos ser um possivel fator de risco para a infeccao de
humanos com este agente justificam este estudo. Ha falta de informacgfes
consistentes sobre os aspectos epidemiolégicos referentes a distribuicdo das
espécies e hibtipos deste género que infectam pets e a real importancia destes
animais como fonte de infeccdo aos seres humanos no Brasil. O entendimento dos
diferentes aspectos relacionados a epidemiologia da Campylobacter spp. em cées e
gatos permitird a sugestdo de medidas visando prevenir a infeccdo de proprietarios,
outros conviventes e profissionais na area de medicina veterinaria, e ainda, nortear

os tratamentos e cuidados que devem ser dispensados aos animais.



2 — OBJETIVOS

Identificar em cées e gatos atendidos no Hospital Veterindrio e em criangas de
até cinco anos atendidas no Hospital de Clinicas:

- a presenca de Campylobacter spp. nas fezes;

- as espécies e bidtipos prevalentes;

- estabelecer possiveis associacdes entre o isolamento de Campylobacter spp.
em fezes e distUrbios gastrointestinais;

- determinar fatores de risco relacionados a infec¢éo por Campylobacter spp.;

- verificar nas cepas isoladas a presenca dos genes de viruléncia relacionados
com aderéncia e producao de toxinas;

- determinar a suscetibilidade aos antimicrobianos nas espécies isoladas, com
énfase nas drogas indicadas no tratamento da infeccao;

- associar a presenca de genes de viruléncia com a resisténcia aos antibiéticos

das cepas isoladas e a presenca e gravidade de disturbios gastrointestinais.



3 — REFERENCIAL TEORICO

3.1 — Classificacéo e Caracteristicas do género  Campylobacter

A familia Campylobacteraceae esta constituida pelos géneros Campylobacter,
Arcobacter e Sulfurospirillum. Os dois primeiros géneros contém espécies
patogénicas para o homem e animais, enquanto o género Sulfurospirillum esta
formado por espécies de vida livre isoladas de ambientes aquéticos (FERNANDEZ,
2008).

As espécies do género Campylobacter sdo de natureza zoonética, cuja
morfologia microscopica conserva as caracteristicas morfolégicas gerais dos
membros da familia (FERNANDEZ, 2008). Podem ser isoladas dos tratos intestinal e
genital de animais domeésticos e tém ampla distribuicdo geografica. As principais
doencas associadas a infeccdo sado intestinais, apresentando-se como diarréia, ou
genitais, que causam infertilidade ou aborto (QUINN et al., 2005).

Campylobacter spp. sdo bactérias na forma de bastonetes, negativas a
reacdo de Gram, encurvadas ou espiraladas, n&o-esporuladas, com tamanho
variavel entre 0,5um a 0,8um por 0,2um a 0,5um. Apresentam flagelos polares,
arranjo tipico em forma de “S” ou asa de gaivota quando duas células formam
pequenas cadeias e motilidade caracteristica (movimento saca-rolhas ou vaivém).
Preferem condi¢cdes microaerdfilas, requerendo concentragbes de 3% a 10% de
oxigénio e concentracdo de dioxido de carbono de 3% a 5% para crescimento
(FORSYTHE, 2002; HOLT, 1994). Sao oxidase positiva e urease negativa. Células
em culturas velhas podem assumir formas arredondadas ou cocoides conhecidas
como VNC - viaveis e nao cultivaveis (WHO, 2000).

A sensibilidade a pH inferior a 5,1, a desidratacdo, luz solar direta e a maioria
dos desinfetantes sdo caracteristicas do género Campylobacter. Possuem
plasmideos R, que frequentemente medeiam resisténcia a tetraciclinas. A atividade
de &gua ideal é de 0,997. O congelamento é capaz de reduzir fortemente o nimero
destes microrganismos, porém, apos a reducdo brusca que ocorre no inicio do
congelamento, as células sobreviventes podem permanecer viaveis durante muitas
semanas (FRANCO et al., 2004). Essa pratica, porém, ndo elimina o microrganismo
(KEENER et al., 2004; LEE et al., 1998).
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O metabolismo energético de Campylobacter spp. é oxidativo, porém, nao
utiliza carboidratos como fonte de energia, sendo esta derivada da oxidacdo de
aminoacidos ou acidos intermediarios do ciclo do acido tricarboxilico. S&o inativados
na maioria das provas bioquimicas convencionais e crescem em um intervalo de
temperatura pouco comum para bactérias (37C-42C), sendo considerados
termotolerantes. Entretanto, ndo séo termoresistentes, sendo facilmente destruidos
pela pasteurizacdo (GERMANO; GERMANO 2001). Nao sobrevivem a tratamentos
térmicos nas seguintes condi¢cdes: D50C = 0,88 minutos a 1,63 minutos e D55C =
0,7 minutos a 1 minuto, nem ao aquecimento a 60C por 10 minutos (FORSYTHE,
2002).

3.2 — Patogenia

C. jejuni € um microrganismo enteropatogénico que eventualmente invade a
circulacdo, causando infeccdo em diferentes Orgdos. Porém, isto ocorre nos
primeiros estagios da doenca ja que, como é sensivel ao poder bactericida do soro
humano, rapidamente € elimimado da circulagdo. A infeccdo intestinal localiza-se
nos intestinos delgado e grosso, onde a bactéria adere e prolifera. Os fatores de
viruléncia podem ser componentes estruturais ou toxinas. O passo inicial para que
possa ocorrer a infeccdo é a adesdo (TRABULSI, 1981).

Campylobacter ndo possui fimbrias, porém, tem-se demonstrado que
elementos estruturais como o flagelo, algumas proteinas de membrana externa e o
LPS (lipopolissacarideo) atuam como adesinas que permitem a adeséo da bactéria a
célula epitelial e ao muco intestinal. A forma curvada e espiralada, com movimento
tipico em “saca-rolha” em conjunto com a atracdo quimiotatica que exerce 0 muco
intestinal sobre a bactéria, facilita o contato desta com o epitélio do intestino. A
adesdo pode ser inibida, experimentalmente, por anticorpos especificos antiflagelos
e, naturalmente, pelo colostro (FERNANDEZ, 2008).

Em alguns pacientes humanos, a campilobacteriose ocorre como uma diarréia
exsudativa ndo deixando duvida de que C. jejuni invade a mucosa intestinal,
determinando também, ulceracédo e diarréia mucossanguinolenta com presenca de
leucdcitos nas fezes (THOMPSOM et al., 1992).

A capacidade do C. jejuni para invadir a célula intestinal hospedeira € um

mecanismo patogénico que envolve tanto fatores bacterianos como fatores da célula
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hospedeira. A inflamacdo e a bacteremia produzidas por estas bactérias sugerem
gue a invasao celular seja um importante fator de patogenicidade (PARK, 2002).

Embora os mecanismos pelos quais C. jejuni invade as células epiteliais
sejam precisos, estes ainda ndo estdo completamente definidos. Acredita-se que
processos dependentes de microfilamentos de actina e outros que envolvem a
formacdo de microtubulos sejam responsaveis pela internalizacdo. Também, certas
proteinas sintetizadas pelo C. jejuni, depois de entrarem em contato com células
eucarioticas poderiam facilitar a internalizacdo da bactéria (FERNANDEZ, 2008).

Os genes flaA, ciaB, cadF e pldA sédo de referéncia no estudo dos
mecanismos de patogenicidade de C. jejuni (HANEL et al., 2004; ZHENG et al.,
2006). Esses genes codificam proteinas envolvidas na adesdo e na capacidade
invasiva de C. jejuni e podem, portanto, ser considerados como possiveis fatores de
viruléncia desta espécie. O gene flaA, que codifica flagelina, € necessario para a
adesao e invasao de C. jejuni nas células epiteliais (WASSENAAR et al., 1991). O
gene ciaB codifica uma proteina envolvida na invaséo celular (RIVERA-AMILL et al.,
2001), enquanto cadF codifica uma proteina que interage com a fibronectina da
matriz extracelular do hospedeiro, participando da colonizacdo da superficie celular
(MONTEVILLE et al., 2003). O gene pldA esta relacionado a invasao celular e
codifica uma proteina envolvida na sintese de fosfolipase da membrana externa
(ZIPRIN et al., 2001).

A infeccdo por Campylobacter € acompanhada, na maioria das vezes, de
aumento de titulos séricos de IgA, IgM e IgG. As primeiras a aparecer,
aproximadamente ao sexto dia, sdo a IgA e a IgM. A IgG aparece em torno do
décimo segundo dia. Estes anticorpos atingem os titulos mais altos por volta da
terceira semana. A primeira a desaparecer, em torno da quarta ou quinta semana, é
a IgA; em seguida, a IgM, a qual é detectavel por trés meses aproximadamente e,
finalmente, a IgG que pode ser encontrada no soro depois de trés a seis meses de
ocorrida a infeccdo. Por esta razdo, a deteccdo de IgA especifica em uma unica
amostra de soro é util para estabelecer infeccdo recente. Porém, para pesquisas
sorologicas mais apuradas, as duas primeiras imunoglobulinas especificas devem
ser estudadas em pelo menos duas amostras de soro, uma na fase aguda e outra
entre duas a trés semanas depois. Isto é importante para poder associar a

participacdo de Campylobacter em casos de Guillain — Barré (FERNANDEZ, 2008).
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Ha evidéncias de que os anticorpos anti Campylobacter podem determinar um
periodo de excrecdo mais curto, bem como impedir o aparecimento de
manifestacbes clinicas em muitos portadores da bactéria. Em paises em
desenvolvimento, onde o contato com a bactéria € precoce e as oportunidades de
infeccd@o e reinfeccdo sdo maiores, encontram-se altos titulos de IgA que persistem
mais do que as IgGs. Esta resposta € induzida pelo flagelo ou outros antigenos de
superficie, que parecem ser importantes no estabelecimento de C. jejuni no intestino
de portadores assintomaticas de Campylobacter (FERNANDEZ, 2008).

Ndo h& consenso de opinides a respeito ao modo de infec¢cdo por
Campylobacter. Porém, Franco et al. (2004) afirmam que o mecanismo pelo qual o
microrganismo causa a doenca € multifatorial, sendo a adesdo a mucosa intestinal
indispensavel.

A patogenicidade de C. jejuni envolve condicbes do hospedeiro e
determinados fatores de viruléncia especificos. O estado de salde e a idade da
pessoa acometida pelo microrganismo, bem como a imunidade humoral especifica
para C. jejuni obtida de infeccBes anteriores influenciam na resposta clinica do
paciente. Estima-se que a quantidade de células de Campylobacter jejuni
necessérias para causar infecgcdo seja pequena, na ordem de 400-500 células,
variando entre individuos. Tal fato sugere um elevado potencial de infec¢cdo dado
gue apenas um pequeno numero destas células presentes na agua ou alimentos
pode provocar um potencial risco para a saude publica. O periodo de incubacéo é
estimado em um a sete dias, podendo se prolongar até dez dias (ALMEIDA FILHO
et al., 2007).

Segundo Ynterian (2002), em torno de 500 células de Campylobacter jejuni é
suficiente para causar doencas em humanos com sequelas, como a Sindrome de
Guillian-Barré, uma paralisia de varias semanas que exige internacdo e pode causar
a morte.

Aspectos suspeitos de patogenicidade de Campylobacter incluem a
motilidade por meio de flagelos, os quais sdo requeridos para ataque e colonizagao
da mucosa intestinal. Uma vez ocorrida a colonizagdo, outros possiveis fatores de
viruléncia sdo o sequestro de ferro, necessario a producdo de enterotoxina (SMITH,
1995), invaséo celular, producéo de toxina, inflamacéo e secrecéo ativa, por meio de
ativacdo da adenosina monofosfato (AMP ciclico), com consequente destruicdo

epitelial e extravasamento de fluido para a luz intestinal (ALTEKRUSE et al., 1999).



3.3 — Transmissao e Sinais Clinicos

Em humanos a campilobacteriose € uma zoonose geralmente veiculada por
alimentos, caracterizada por uma gastrenterite aguda, febre, dores abdominais e
diarréias aguosas ou mucosanguinolentas, que pode ocorrer de forma branda ou
severa, apresentando ainda um quadro inflamatério na mucosa entérica, vémitos e
presenca de leucocitos no exame fecal (YNTERIAN, 2002). Outros sintomas incluem
cefaléia, mal estar e dores musculares (GERMANO; GERMANO, 2001). A doenca
normalmente se estende por duas semanas, sendo auto-limitante, porém, apés a
recuperacdo pode haver recidiva. Em longo prazo pode haver sérias complicagfes
pos infeccdo, entre as quais se destacam: meningite, protocolite, septicemia,
apendicite, colecistite e pancreatite (MOORE et al., 2005). Outra consequéncia
importante € o desenvolvimento de edema de célon, o qual pode provocar o
impedimento do transito intestinal (GERMANO; GERMANO, 2001).

C. jejuni € um dos microrganismos responsavel pela indu¢cdo de um tipo de
artrite, chamada artrite reativa, que se desenvolve depois de dias ou semanas de
uma infeccdo originaria de um sitio ndo articular, normalmente o trato entérico ou
urinario. A gastroenterite provocada por alguns sorotipos de Campylobacter spp. €
responsavel por raros casos de polineurite aguda marcada por paralisia, muita dor e
fadiga muscular, conhecida como Sindrome de Guillain-Barré, que pode levar o
individuo a morte (SMITH, 1995).

A transmissdo da campilobacteriose pode ocorrer através da ingestdo de
agua ou alimento contaminado. O patégeno pode sobreviver fora do hospedeiro por
duas a cinco semanas no leite ou na agua, ou por até um més, em fezes infectadas
(BLASER; RELLER, 1981; BLASER et al., 1980). A transmissao também ocorre por
contato direto com animais infectados ou doentes e ha relato de ocorréncia em que
a transmissao aconteceu por contato sexual (GERMANO; GERMANO, 2001).

3.4 — Epidemiologia

Campylobacter ganhou importancia epidemiolégica devido a crescente
incidéncia mundial (EFSA, 2009; EFSA, 2010; YNTERIAN, 2002). O microrganismo
€ encontrado no trato intestinal de homens e de grande variedade de animais
domésticos e silvestres (AQUINO et al., 1996; FORSYTHE, 2002) como passaros,
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roedores e insetos, que podem albergar 0 microrganismo em seus exoesqueletos
(ALTEKRUSE et al., 1999). Pode ser isolado também de o6rgdos reprodutivos. A
susceptibilidade a enterite por Campylobacter spp. compreende pessoas sensiveis,
criancas menores de quatro anos, jovens de 15 a 24 anos, idosos e
imunocomprometidos, apesar de todas as pessoas poderem contrair a
campilobacteriose (GERMANO; GERMANO, 2001).

As fezes de aproximadamente 10% dos cdes assintomaticos e 5% dos gatos
assintomaticos contém C. jejuni. Estas porcentagens podem ser mais altas nos
animais adquiridos de canis (HIRSH; ZEE, 2003).

Steinhauserova, Fojtikova, Klimes (2000) estudaram a incidéncia de C.
upsaliensis entre cdes e gatos com diarréia aguda ou crénica. Foram examinados
225 cdes e gatos e 51 estirpes foram identificadas como Campylobacter spp.
Destas, 16 (7%) eram C. upsaliensis. Quando amostras retais foram coletadas de
um grupo controle de 126 cées e gatos sem sintomas clinicos, 19 Campylobacter
spp. e quatro C. upsaliensis foram identificados. Todas as estirpes de C. upsaliensis
foram isoladas em céaes e identificadas por suas caracteristicas bioquimicas e por
PCR (reacédo em cadeia da polimerase).

O C. upsaliensis causa diarréia e bacteremia em pessoas saudaveis ou
imunocomprometidas. A presenca de plasmideos idénticos nas amostras de C.
upsaliensis isolados de caes e do homem sugere que essas infec¢cdes sdo zoonoses
(MODOLO; GIUFFRIDA, 2004).

Testes de suscetibilidade aos antimicrobianos realizados em um estudo na
Noruega para infeccdo por Campylobacter em cdes e gatos mostraram que uma das
22 amostras C. jejuni e 18 das 20 amostras de C. upsaliensis investigadas eram
resistentes a estreptomicina e uma das amostras de C. upsaliensis foi classificada
como resistente ao acido nalidixico. Nenhum dos isolados testados foi resistente a
ciprofloxacina. Isto provavelmente reflete uma restricdo na utilizacdo de quinolonas
em gatos e cdes na Noruega (SANDBERG et al., 2002). O programa de
monitoramento noruegués para a resisténcia microbiana relata um aumento na
resisténcia as quinolonas apenas em Campylobacter isoladas de humanos (MELBY,
2001).

Nos Estados Unidos um estudo conduzido para avaliar a resisténcia a
guinolona em uma amostra de Campylobacter isolada de pacientes com

campilobacteriose no municipio de Los Angeles, Califérnia, em 1998, mostrou que
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nao foram observadas diferencas nos padrbes de resisténcia para a ciprofloxacina.
O estudo demonstrou também que a segunda espécie mais freqlientemente isolada
era C. upsaliensis, 4% (6/155 isolados).

Este estudo discute que a capacidade dos laboratérios em recuperar esta
espécie pode ser dependente das condigbes de cultura e dos meios utilizados.
Laboratorios que utilizaram um periodo de incubacéo de 48-72 horas conseguiram
isolar C. upsaliensis mais facilmente e que os laboratorios que utilizaram incubacao
de 24-36 horas, que ndo conseguiram isolar esta espécie.

Além disso, alguns laboratérios utilizavam a cefalotina nos meios de cultivo, o
qual o C. upsaliensis se mostra suscetivel. Dos seis pacientes em quem o C.
upsaliensis foi isolado (todos os isolados apresentaram diferentes padrdes revelados
por eletroforese de gel em campo pulsado), cinco possuiam animais de estimacao
em casa. Trés cades que viviam nos agregados familiares de dois destes seis
pacientes tiveram o C. upsaliensis isolados em suas amostras de fezes, porém nao
foi observado clonalidade na caracterizacdo molecular (LABARCA et al., 2002).

Sandberg et al. (2006) avaliaram o aumento na incidéncia de
campilobacteriose em humanos durante os anos de 1995 a 2001 e a significancia de
diferentes fatores de risco para aquisicdo da infeccdo em diversos condados da
Noruega. Concluiram que o aumento na incidéncia de infecgbes em seres humanos
por Campylobacter foi estatisticamente significativo a partir de 1998 devido ao
aumento no consumo de produtos de origem aviaria e ao maior contato com animais
domésticos. Ja a agua tratada foi um fator protetor contra infeccbes por
Campylobacter em seres humanos, pois neste ano o servico de saneamento basico
foi intensificado.

Um estudo transversal foi realizado na Suica para determinar a prevaléncia,
fatores de risco e diversidade genética de Campylobacter em caes e gatos
saudaveis. O fator de risco identificado para a infeccao por C. jejuni foi a ingestao de
produtos de origem animal contaminados, considerado diferente do fator de risco
para infeccdo por C. upsaliensis / C. helveticus, que era o contato com outros
animais de estimacg&o.

Os animais jovens (<3 anos) tiveram significativamente maiores chances de
ter C. upsaliensis / C. helveticus do que animais mais velhos enquanto que para
infeccdo por C. jejuni, a idade n&do foi um fator de risco. A genotipagem revelou

heterogeneidade entre as cepas de C. jejuni e foi suficiente para diferenciar
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claramente C. helveticus de C. upsaliensis. Foi demonstrado que o0s gatos
transportam mais frequentemente C. helveticus enquanto que caes transportam
principalmente C. upsaliensis (WIELAND et al., 2005).

A prevaléncia de espécies termdfilas de Campylobacter em cées e gatos em
dois abrigos de animais na Irlanda foi calculada. As amostras para andlise foram
coletadas por swabs retais, em animais de faixa etaria variada, com ou sem sinal de
gastrenterite. O percentual de isolamento foi maior em céaes e gatos com menos de
seis meses de idade e significantemente maior em cdes quando comparado aos
gatos (ACKE et al., 2006).

Fernandez e Martin (1991) estudaram no Sul do Chile a distribuicdo natural de
espécies termotolerantes de Campylobacter em cées de rua e de estimacdo. Foi
coletado material fecal através de swab anal e nenhum dos animais amostrados
apresentava sintomatologia de distarbios gastrointestinais. Todos o0s bidtipos
descritos por Lior para C. jejuni e C. coli foram encontrados entre as amostras
isoladas de caes de rua, com frequéncias de 38,9%, 29,6% e 60,9%,
respectivamente, para C. jejuni biotipo I, C. jejuni biotipo Il e C. coli biétipo I. Entre os
cées de estimacéao a distribuicdo dos biotipos foi de C. jejuni bidtipo | e Il (55,6% e
44,4% respectivamente) e C. coli biétipo Il (100%).

A prevaléncia e os fatores de risco para infeccédo por C. jejuni em animais de
uma regido com necessidades basicas precarias na cidade de Buenos Aires foram
pesquisadas. Para o estudo foi realizado um censo para identificar todas as
residéncias que tinham animais de companhia (cées, gatos e aves) e coletadas
amostras de fezes para o isolamento e identificagdo do microrganismo.

A prevaléncia de infeccdo foi de 17% nos cédes, 16% nos gatos e 19% nas
aves. Em céaes, as maiores prevaléncias foram encontradas no verao e em animais
de um ano de idade e em gatos, no outono e com idades entre trés e cinco anos.
Cepas foram identificadas como C. jejuni bidtipo Il em 70% dos isolados. Na
populacdo descrita, cdes, gatos e aves mantidos em domicilios foram possiveis
fontes de infecgdes por C. jejuni para humanos (LOPEZ et al., 2002).

Loépez e colaboradores (2003) descreveram novamente o problema de
campilobacteriose em uma comunidade de baixa renda localizada no sul de Buenos
Aires. Para isso realizaram uma classificacdo das residéncias de acordo com o
namero total de habitantes, de criancas e animais existentes e também com a

guantidade de carne consumida. As amostras foram colhidas de todos os diferentes
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tipos de residéncias classificadas com o objetivo de isolar e identificar as espécies e
bidtipos de Campylobacter spp.

As prevaléncias encontradas foram 16,96% em céaes, 20% em gatos e 40%
nas aves. Os patdgenos isolados nos animais domésticos foram: C. jejuni tipo Il em
94,44% dos casos e C. upsaliensis em 5,55% dos casos. Na carne de aves, 92,85%
das amostras foram positivas para C. jejuni (23,07% para o tipo | e 76,92% para o
tipo Il). A incidéncia de diarréia em criangas causada por C. jejuni foi 0,4/1000
criancas / més (tipo | em todos os casos). Com isso 0s autores concluiram uma alta
prevaléncia de C. jejuni do tipo Il detectada tanto nos animais de estimacdo e como
na carne de aves. A fonte de infeccdo em criancas pode ter sido a carne de aves
visto que foram identificadas somente as espécies do bibtipo | tanto nas criancas
COMo nas aves.

Estudos demonstraram que cerca de 6% dos episddios de campilobacteriose
humana € adquirida por meio do contato com pets (TENKATE; STAFFORD, 2001).
Estes animais podem também representar fontes potenciais de disseminacdo de
microrganismos resistentes aos antimicrobianos devido aos seus contatos estreitos
com seres humanos. Prova direta € a transmissdo de resisténcia do C. jejuni a
fluoroquinolona entre bactérias isoladas de seres humanos e animais que vivem no
mesmo ambiente familiar (GUARDABASSI et al., 2004).

Campylobacter isolados a partir de uma menina de dois anos de idade e seu
cachorro foram resistentes ao acido nalidixico e ciprofloxacina. Nao foi possivel
estabelecer que esta resisténcia as quinolonas possuisse a mesma causa gue a
determinada a resisténcia de bactéria isolada de um paciente dinamarqués, que foi
associada com viagens (EMBORG; HEUER; DANMAP, 2003), indicando que outro
fator foi o predisponente.

Tanto a menina como o0 cao nunca tinham sido tratados com quinolonas,
indicando que a cepa ndo foi selecionada por exposicdo a droga, mas que a
resisténcia foi adquirida a partir de uma fonte externa. Foi citado como alternativa da
aguisicao da resisténcia a quinolona, a exposi¢cdo ambiental que poderia ser a causa
da presenca da mesma cepa no hospedeiro animal e humano (cdo e menina), ou
mesmo que o0 cao tenha sido alimentado com uma dieta comercial. Outra
especulacdo foi o consumo de um mesmo alimento, jA que o cdo ocasionalmente
ingeria alimentacdo humana (DAMBORG et al., 2004).
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Nos paises desenvolvidos, C. jejuni ndo € normalmente encontrado como
participante da microbiota intestinal dos humanos, ao contrario dos paises em
desenvolvimento, como o Brasil, onde tem sido observada a presenca deste
microrganismo em individuos sem sintomatologia clinica. Isso demonstra a
existéncia de portadores assintomaticos. Machado (1995) e Franco et al. (2004)
atribuiram este fato ao saneamento basico precéario nos paises em desenvolvimento.

A transmissao de Campylobacter spp. do animal de estimacao para o homem
foi reconhecida como importante via para a disseminacdo da infec¢cdo. Os casos
humanos, em sua maioria, estdo associados a caes e gatos diarréicos recentemente
adquiridos. Nestes casos, 0s veterinarios devem aconselhar ao dono do animal
infectado a pratica de medidas higiénicas apropriadas para evitar a disseminacgéao do
agente. Entre elas: efetuar uma minuciosa lavagem das maos apds manipular os
animais, promover o descarte correto das fezes, limpeza no local onde estes animais
depositam suas fezes, e ainda, separar os animais infectados de bebés e criancas
pequenas até que as culturas apos o tratamento confirmem que a infeccédo foi
eliminada (ETTINGER, 1992).

As consequéncias econdmicas da contaminacdo por Campylobacter séo
expressivas e agravadas devido ao desencadeamento da Sindrome de Guillian-
Barré, doenca que causa paralisia neuromuscular, e que estd sendo associada a
pacientes com campilobacteriose. A morte por infeccdo sem complicacdes é rara e
ocorre em criancas, idosos e pessoas imunologicamente debilitadas (ALTEKRUSE,
1999). Ja Martins (2004) aponta que, nos Estados Unidos, estudos mostram que a
infeccdo gastrointestinal com C. jejuni causa uma elevada morbidez e a mortalidade
por ano passa de duas mil.

Wolf e colaboradores (2001) relataram um caso de sepse neonatal por C.
jejuni em uma crianca de trés semanas que adquiriu a infec¢do por transmissao de
um cao doméstico recentemente adquirido. O genotipagem das estirpes de
Campylobacter obtidas do cdo e da crianga resultou em resultados altamente
homogéneos, representando 0 primeiro caso geneticamente comprovado de
transmissao (cdo-homem) por C. jejuni.

Pacientes com sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA) sdo mais
susceptiveis as enterites por Campylobacter e possuem menor tempo de sobrevida
que pacientes com SIDA sem este tipo de enterite. Um estudo conduzido na cidade

de Los Angeles (Estados Unidos) mostrou que a média de incidéncia de
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campilobacteriose em pessoas com SIDA foi de 519 em cada 100.000 individuos
(SMITH, 1995).

Hackett e Lappin (2003) avaliaram a prevaléncia de patdégenos entéricos em
cdes no Colorado central e verificaram que entre os agentes com potencial
zoonotico detectados em fezes se encontrava o C. jejuni. Resultados positivos
ocorreram em caes com ou sem sinais de doencga gastrointestinal. Os autores
recomendam que o0s cdaes, especialmente aqueles em casas de pessoas
imunodeprimidas, devem ser avaliados para agentes entéricos zoonoticos.

Na Irlanda do Norte, dentro das infeccdes registradas por Campylobacter spp.
no pais, 95% sao atribuidas a C. jejuni e os outros 5% ao C. coli, demonstrando a
importancia da espécie C. jejuni (MARTINS, 2004). Na Nova Zelandia, o numero de
casos de campilobacteriose reportados tem aumentado significativamente, sendo
que o pais é considerado como de alta incidéncia da infeccdo (EVANS, 2003).

Na Australia, o nimero de casos de campilobacteriose reportados em 1996 foi
de 12.158 casos, 11,2% superior aos identificados no ano anterior (LEE et al., 1998).

Baker, Barton e Lanser (1999) verificaram que a enterite por Campylobacter
era a doencga infecciosa mais frequentemente notificada em 1996 em humanos e
que algumas espécies foram associadas com infec¢des extra-intestinais tal como
artrite séptica e sindrome de Guillian-Barré. Neste estudo, os autores tentaram
fornecer informacgdes sobre as espécies de Campylobacter nos cées e gatos no sul
da Australia e associar estes animais como possiveis reservatorios. A coleta foi feita
em animais que tinham acesso a rua em locais onde se encontravam carcagas de
aves e encanamento aberto. Concluiram que a relagdo entre os fatores de risco e
animais como reservatorios 0s tornam como possiveis fontes de infeccbes para
humanos.

Na Suica, uma base de dados nacional com 1028 cepas de Campylobacter
isoladas de aves, suinos, gatos, caes, seres humanos, animais de zoolégico e agua
foi criada. Neste banco sdo armazenadas informacdes basicas e moleculares
(impresséao digital genética) de cada uma das cepas depositadas. Espécies
dominantes podem ser identificadas nas diferentes fontes com predominancia de C.
jejuni em: aves (73%), seres humanos (79%), bovinos (95%), jardim zooldgico e
animais (40%) e agua (100%); C. coli em suinos (72%), e C. upsaliensis / helveticus
em gatos e caes (55%). Analises de genotipagem demonstraram que a populacéo é

heterogénea entre as diferentes fontes e que ndo havia um clone dominante no pais.
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Pode-se afirmar entdo que a genotipagem e analise epidemioldgica sao ferramentas
Uteis para rastrear futuras infec¢cdes por Campylobacter (KELLER, 2007).

A legislacdo brasileira ainda ndo contempla o controle em alimentos do
patégeno C. jejuni como agente infeccioso. H4 apenas citacdo deste microrganismo
na Portaria n © 451, de 19 de setembro de 1997, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA, 1997) como microrganismo patogénico.

Almeida Filho et al. (2007) investigaram a microbiota intestinal de criancas de
até cinco anos de idade na cidade do Rio de Janeiro e verificaram 9,9% de
positividade para Campylobacter spp. Os autores discutem que nos casos de
gastrenterite por C. jejuni devem ser levados em consideracao, além da doenca, o
aspecto econdémico, pois 0s custos com pacientes infectados por esta bactéria séo
elevados.

Smith (1995) relata que os custos de enfermidades com envolvimento de C.
jejuni é de 3,9 milhdes de ddélares ao ano nos Estados Unidos. O autor ressaltou que
nestes custos nao foram computados os casos em que nao havia a suspeita clinica
do microrganismo levando a conducdo de tratamentos equivocados. O impacto
econdmico nestas situagdes seria sensivelmente mais alto.

Fernandez et al. (2005) sorotipificaram 50 espécimes de C. jejuni subsp. jejuni
isololadas de carcacas de frango e 50 espécimes isolados de fezes de criancas e
encontram 17 sorotipos diferentes e seis idénticos. A alta porcentagem de sorotipos
sem nenhuma similaridade sugere que no Sul do Chile, ndo somente a carne de ave
€ veiculo de C. jejuni subsp. jejuni para humanos, mas outras fontes ou reservatorios

nao identificados estao envolvidos.

3.5 — Diagnosticos Laboratoriais

3.5.1 — Isolamento e Identificacao

O diagnodstico de Campylobacter spp. pode ser realizado pelo isolamento e
identificagdo do microrganismo pelas técnicas tradicionais de cultivo em placas. Uma
das técnicas que pode ser utilizada é a semeadura das fezes em agar sangue
suplementado com misturas de antimicrobianos que suprimem 0 crescimento de
outros microrganismos da microbiota intestinal. Diferentes misturas antimicrobianas

podem ser utlizadas, entre as mais comuns as que contém polimixina B,
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vancomicina, cefalotina e trimetoprim. Anfotericina B pode ser incluida com o
objetivo de suprimir o crescimento de fungos. Varios outros meios de cultivo
seletivos podem também ser utilizados para o cultivo. As placas semeadas séo
incubadas em atmosfera pobre em oxigénio (microaerofilia estrita, 5% a 6% O,) a
42°C a 43°C. O emprego de meios seletivos, incubados em temperatura e atmosfera
desfavoraveis ao crescimento de bactérias da microbiota fecal facilita o isolamento
de Campylobacter. O emprego de meios de enriquecimento favorece o isolamento
da bactéria, quando esta se encontra em pequena quantidade nas fezes
(FERNANDEZ, 2008).

A filtracdo direta de uma suspensédo das fezes, através de um filtro de 0,45
pm de diametro dos poros, colocado sobre a superficie de agar sangue sem
antibioticos e incubada em microaerofilia estrita a 37°C, permite o isolamento do C.
jejuni subsp. jejuni, bem como das outras espécies do género envolvidas em
infecgdes humanas (FERNANDEZ, 2008).

A identificagcdo do C. jejuni e das outras espécies do género tem por base sua
morfologia, caracteristicas culturais e propriedades bioquimicas. Foi demonstrado
recentemente que a espécie pode ser identificada por meio de aglutinacdo em
lamina utilizando-se particulas de latex sensibilizadas com anticorpos contra os tipos
sorolégicos mais frequentes. A utilizacdo de sondas genéticas e da técnica do PCR
(polymerase chain reaction) também tem sido proposta com esta finalidade
(FERNANDEZ, 2008).

A utilizacdo de multiplos métodos de isolamento, bem como o tempo
decorrido entre colheita e processamento € importante para a detecgcdo de infec¢des
por Campylobacter spp. (KOENE et al., 2004). C. jejuni é mais frequentemente
isolado de animais jovens abrigados em canis, cédes vadios, e em cées e gatos com
infecc@o entérica concomitante com parasitas, bactérias ou virus (FLEMING, 1980;
SANDSTEDT; WIERUP, 1981).

Um diagnostico presuntivo de campilobacteriose pode ser feito pela
identificacdo de bastonetes delgados, espiralados, Gram negativos e em forma de
“W” em um esfregaco fecal corado. A presenca de leucdcitos fecais pode também
ser notada. Em esfregaco fresco com solugédo salina, pode-se tentar identificar
Campylobacter spp. com o uso de microscopia de contraste de fase ou de fundo
escuro. O género se apresentara como bactérias altamente moveis e rapidas, em

forma de “S” ou espiral, entretanto, ndo devem ser confundidas com espiroquetas e



16

outras bactérias moveis que fazem parte da microbiota normal. O diagndstico
definitivo requer isolamento de Campylobacter de fezes frescas com meio seletivo e
a identificacdo bioquimica pode ser realizada. Campylobacter sdo microaerofilicos e
dificeis de isolar, assim, as amostras fecais devem ser obtidas diretamente do reto e
cultivadas ou guardadas em meio de transporte logo apés a coleta (TAMS, 2005).

O imunodiagnostico ndo é utilizado para doenca intestinal produzida por
Campylobacter e ensaios imunoenzimaticos s&o utilizados com finalidade
epidemioldgica. Porém sabe-se que anticorpos circulantes sdo produzidos apos
infeccdo. Nao ha preparados imunizantes disponiveis para prevenir a gastrenterite
(HIRSH; ZEE, 2003).

Atualmente sao utilizados dois esquemas de classificagcdo sorologica para
subdividir C. jejuni em sorogrupos. Um deles baseia-se na composicdo dos
antigenos sométicos termoestaveis (antigeno O) e outro, na composicdo dos
antigenos flagelares (H) termolabeis. O Uultimo esquema é o mais aceito e permite
reconhecer mais de 100 sorogrupos nas espécies termotolerantes. Deles, mais de
60 correspondem a C. jejuni e em torno de 90% das amostras isoladas do homem e
de animais pertencem aos 25 primeiros sorogrupos desta espécie. Este esquema
também é aplicado na classificacdo sorologica de C. coli e C. lari. A classificacdo

sorolégica destas espécies é de interesse epidemiologico (FERNANDEZ, 2008).

3.6 — Tratamento e Medidas Profilaticas

Embora ndo tenham sido efetuados ensaios de eficcia clinica em animais ha
relatos que a eritromicina, que € a droga de escolha para tratamento humano, na
dose de 11,1mg/kg a 15,5 mg/kg, por via oral, trés vezes ao dia, por sete dias ou a
tilosina sdo capazes de eliminar a infeccdo por Campylobacter em caes e gatos
(HOLT, 1981; FLEMING, 1980).

A anorexia e o vOmito séo efeitos colaterais frequientes observados apos a
administracdo de eritromicina. Outros antibidticos orais efetivos incluem neomicina,
enrofloxacina, cloranfenicol, furazolidona e doxiciclina. Embora fatalidades nos caes
e gatos sejam eventualmente descritas, o progndstico é considerado bom e os
antibioticos séo rapidamente efetivos para interromper a eliminacdo fecal dos

microrganismos (TAMS, 2005). Campylobacter isolados também podem ser testados
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quanto a resisténcia aos antibiéticos usando o método de diluicdo em agar (ROSSI,
2008).

Como a campilobacteriose é geralmente autolimitante, os animais de
estimacao sO necessitam de tratamento se os sintomas clinicos vierem a persistir, e
se estes pacientes se tornarem desidratados. Nestes animais, fica recomendada a
fluidoterapia e/ou antibioticoterapia. A via oral de administracdo pode ser usada,
visto que de modo geral ndo ocorre vomito nos episodios de campilobacteriose. As
fezes devem ser cultivadas desde uma a quatro semanas poés-terapia para a
confirmagdo da eficacia do tratamento. Deve-se observar que a duracdo da
excrecdo nos animais de companhia nao tratados pode variar entre um e quatro
meses (GREENE, 1984).

No norte de Taiwan foi realizado um estudo para investigar a prevaléncia de
Campylobacter e de sua susceptibilidade aos antibiéticos. Foram coletadas
amostras por suabes retais de cdes domeésticos e vadios. Destes, 2,7% dos caes
domésticos e 23,8% dos cédes vadios foram positivos para Campylobacter spp.. C.
jejuni foi a espécie mais prevalente (86,8%), seguida por C. upsaliensis (9,3%) e C.
coli (3,9%). Os percentuais de isolamento de Campylobacter spp. foram
significativamente mais elevados nos cées vadios do que os cdes do agregado
familiar. A suscetibilidade de C. jejuni a oito antimicrobianos foi estudada. Foram
observadas resisténcias a: azitromicina (93,9%), clindamicina (87,9%), eritromicina
(81,8%), tetraciclina (78,8%), cloranfenicol (69,7%), acido nalidixico (51,5%),
gentamicina (33,3%) e ciprofloxacina (18,2%) (TSAI et al., 2007).

Aquino et al. (2002) determinaram a suscetibilidade de Campylobacter jejuni e
Campylobacter coli a nove agentes antimicrobianos utilizando o método de difusdo
em disco e investigaram a presenca de DNA plasmidial por meio da eletroforese em
gel de agarose. Os autores verificaram resisténcia a sulfonamida, norfloxacina,
eritromicina, ciprofloxacina, ampicilina, e tetraciclina. Todos os isolados foram
sensiveis a gentamicina e cloranfenicol. Os plasmideos detectados tinham tamanhos
variando de 3,4-50 KB.

Lee et al. (2004) testaram a susceptibilidade aos antimicrobianos em C. jejuni
isolados de alimentos e animais de companhia. Os autores verificaram que nenhum
dos isolados era resistente a eritromicina e gentamicina, enquanto que para a
ciprofloxacina e tetraciclina houve resisténcia. Estes resultados confirmaram a

eritromicina, como a droga indicada para o tratamento padrdo em episédios de



18

campilobacteriose. Damborg (2004) realizou estudo similar e obteve resultados
semelhantes.

Rastall (2004) ao pesquisar fontes alternativas de tratamento para a
campilobacteriose verificaram que a utilizacdo de um probiético (Lactobacillus
acidophilus) juntamente com um prebidtico (lactosucrose e fructo-oligosacaridos)
demonstravam efeitos positivos sobre o equilibrio da microbiota intestinal, melhora
na resposta imune e recuperacdo da infeccdo. Este equilibrio da microbiota
acontecia por exclusdo competitiva com o0s patdogenos apos 0 uso de probioticos
(RINKINEN, 2003).
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4 — MATERIAL E METODOS

Foram utilizados para este estudo amostras de fezes de animais pets e fezes
humanas de pacientes pediatricos de até cinco anos. As amostras foram
provenientes de pacientes atendidos no Setor de Clinica Médica de Pequenos
Animais do Hospital Veterinario (HVet) e dos setores de Pronto Socorro e Pronto
Atendimento do Hospital das Clinicas (HC), ambos da Universidade Federal de
Uberlandia. As coletas foram realizadas durante o periodo de julho de 2010 a margo
de 2011.

A coleta das fezes foi realizada apds a concordancia do proprietario no caso
dos pets e do responsavel pela crianca no caso de humanos, de acordo com o
previsto pelo Comité de Etica na Utilizacdo de Animais e Comité de Etica em
Pesquisa com Seres Humanos (anexos | e II).

O estudo abrangeu caes e gatos de diferentes idades, apresentando ou nao
sinais de disturbios gastrointestinais. As amostras fecais foram obtidas no momento
do atendimento no HVet-UFU. Neste momento era também realizado um inquérito
epidemioldgico (anexo 1ll) contemplando diferentes fatores que poderiam
representar risco de infecgdo destes animais, assim como, era verificada se havia
presenca na residéncia de criancas com idade até cinco anos e outros animais.
Caso houvesse criancas conviventes nesta fase etaria, questionamentos adicionais
eram realizados (anexo |V). Nestes casos, era solicitado ao responsavel uma
amostra de fezes destas criancas e permissdo para coletar por meio de swab anal
amostra de outros animais presentes na residéncia.

A coleta das fezes dos animais foi realizada diretamente do reto dos animais
com o auxilio de swabs estéreis pelo médico veterinario que o atendia. Apds a coleta
eram depositados em 5mL de caldo Bolton (Oxo0id®) suplementado com mistura
antibiotica (Selective Supplement Oxoid ®) e imediatamente transportado ao
Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada da Faculdade de Medicina Veterinaria
(LABIO-UFU) para andlise.

Participaram do estudo criangcas com até cinco anos de idade, apresentando
ou ndo sinais de diarréia, atendidas nos setores de Pronto Socorro e Pronto
Atendimento do HC. As amostras fecais eram obtidas no Laboratério de Analises

Clinicas do HC (LAC) em potes estéreis, ndo havendo participacdo dos integrantes
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deste estudo na coleta. Os potes com as fezes eram transportados ao LABIO e
Imediatamente analisadas.

Durante o atendimento das criancas era realizado um inquérito
epidemioldgico abordando seu historico clinico, alimentacéo, moradia, convivio com

animais e outros possiveis fatores de risco para a infec¢ao (anexo V).
4.1 — Isolamento e ldentificacdo de Campylobacter spp.

O protocolo de andlise utilizado foi o cultivo tradicional em placas com pré-
enriquecimento, de acordo com recomendacdes de Fernandez (1983).

No LABIO as fezes foram pesadas e adicionadas em caldo Bolton (Oxoid®)
suplementado com seu suplemento antibiotico (Oxoid®). A diluicdo foi realizada em
volume de caldo suficiente para atingir a concentracdo de 1:10.

Para o pré-enriquecimento, as amostras provenientes de animais e humanos
foram homogeneizadas com auxilio de vortex e suplementadas com 5% de sangue
equino hemolisado. A incubacdo foi realizada em atmosfera de microaerofilia
(Probac do Brasil®) em jarras para anaerobiose a 37°'C por 24 horas.

Apds o0 pré-enriquecimento, o material foi semeado no meio seletivo
Campylobacter Blood-Free Selective Agar Base modified (mCCDA) (Oxoid®)
adicionado do seu suplemento antibidtico (Oxoid ®) e 5% de sangue equino
hemolisado. As placas foram incubadas a 37°C por 48 horas em jarras para
anaerobiose em condi¢cdes de microaerofilia (Probac do Brasil®). Finalizado esse
periodo, as placas foram abertas e as colénias com morfologia suspeita de
pertencerem ao género Campylobacter foram confirmadas pela coloragédo de Gram
modificada (substituicAo da safranina pela carboxifuccina), observando-se a
morfologia tipica de bastonetes curvos e espiralados ou em “asa de gaivota”.

Colbnias tipicas de Campylobacter spp. foram cultivadas novamente em
MCCDA para obtencao de culturas puras. Estas foram estocadas em meio estoque
adicionado de 13% do crioprotetor glicerol e mantidas sob congelamento para a
futura caracterizacao.

A identificacdo fenotipica para diferenciacdo das espécies foi realizada
conforme recomendacdes de Silva et al. (2007) utilizando os testes de oxidase,

producdo de catalase, hidrélise do hipurato, reducéo do nitrato, producéo de H,S,
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crescimento de 25C e 42<T. Todos os testes foram r ealizado em duplicata e
utilizado como controle positivo a cepa de C. jejuni ATCC 33291.

A prova de oxidase foi realizada espalhando uma pequena quantidade da
cultura sobre uma fita reagente (Laborclean®). O resultado positivo era observado
guando havia o desenvolvimento de uma cor azul intensa, em aproximadamente dez
segundos.

A capacidade dos isolados produzirem a enzima catalase foi realizada
adicionando-se em uma lamina de microscopio uma al¢cada da cultura e uma gota de
peroxido de hidrogénio 3%. A positividade era observada pela ocorréncia de
borbulhamento.

Para verificar o crescimento nas temperaturas de 25T e 42T, uma alcada
das cepas em cultura pura foi estriada em placas de m-CCDA (Oxoid®), e apos,
incubadas nas duas temperaturas por 48 horas em atmosfera microaerofila e
aerobica, respectivamente. As espécies de Campylobacter termotolerantes alvo
desse ensaio ndo crescem a 25C em microaerofilia o u 42°C em atmosfera aerodbica.

A hidrolise do hipurato foi determinada pela transferéncia de uma alcada
pesada da cepa pura a ser testada para um tubo com 0,4 mL de solucao de hipurato
de sédio (nuclear®), com o cuidado de ndo carregar agar junto com o indculo. A
homogeneizacao foi realizada em vortex e a mistura foi incubada a 37<C por 4 horas
em atmosfera aerdbica. Apos, cuidadosamente, adicionou ao tubo 0,2 mL de
solucéo de ninidrina (nuclear®), sobre a superficie da solucéo de hipurato e realizou-
se nova incubacao a 37T por 10 minutos. Foi consid erado teste positivo quando foi
observado o desenvolvimento de uma cor violeta escura.

O teste da reducédo do nitrato de potassio (KNOs) consistiu na inoculacao de
uma alcada da cultura em um tubo contendo caldo infusdo de cérebro e coracao -
BHI (Oxoid®) e incubagédo a 37T por 72 horas com as tampas dos tubos
desrosqueadas em atmosfera de microaerofilia. Apdés adicionou-se ao tubo cinco
gotas de solucdo de acido sulfanilico (Synth®) e solucdo de dimetil — a — naftilamina
(Synth®) no tubo. Observou-se a formacao de cor vermelha em 2 minutos para o
teste positivo. Na auséncia de cor adicionou um pitada de p6 de zinco e observou a
auséncia de cor vermelha entre 5 — 10 minutos para o teste positivo.

Para verificar a capacidade de producéo de gas sulfidrico (H,S) pelos isolados
transferiu-se uma alcada da cultura para tubos de ensaio com o meio triplice agucar

e ferro — TSI (BD®). Apds incubacdo a 37C por 72 horas em atmosfera
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microaerdfila com as tampas desrosqueadas foi observado o desenvolvimento de
coloracdo negra ao redor do inoculo. Foram considerados positivos, os tubos que

desenvolveram a coloracéo negra.

4.2 — Biotipificagcdo de Campylobacter spp.

A identificacdo de espécie e subespécie termotolerante foi feita pelo teste de
DNAse, que consiste na deteccdo de degradacdo do acido desoxirribonucléico
(DNA), contido no meio de cultura (Agar DNAse), por bactérias que possuem uma
enzima extracelular, a desoxirribonuclease, responséavel pela reacdo (LIOR, 1984;
SILVA et al., 2007). Estes resultados somados aos obtidos nos testes da hidrolise do
hipurato e producdo de H2S (LIOR, 1984) foram utilizados para a identificacdo da

subespécie e biotificacdo das cepas.
4.3 — Identificacdo de Campylobacter jejuni e C. coli por PCR - multiplex

Em paralelo a identificac@o fenotipica, as colbnias tipicas foram submetidas a
identificagdo molecular, com o uso da técnica do multiplex PCR.

O DNA das colbnias foi extraido por termoextracao e a amplificacdo realizada

utilizou os conjuntos de primers descritos na Tabela 1.

Tabela 1 — Primers utilizados na identificacéo de C. jejuni e C. coli.

Peso
Gene Primers Sequéncia5’ O 3’ molecular Referéncia
(pb)
flaA pg 3 GAACTTGAACCGATTTG 460 (C. jejuni Harmon et al.
e C. col) (1997)

pg 50 ATGGGATTTCGTATTAAC

| Cl  CAAATAAAGTTAGAGGTAGAATGT 160 (C.jejuni) Harmon et al.
(1997)

C4 GGATAAGCACTAGCTAGCTGAT

I: indeterminado.

Foi preparado um volume final de reacdo de 50uL composto por 20ng da
solucéo de DNA bacteriano e pelos seguintes reagentes: 10mM de Tris-HCL, 50mM
de KCL, 5,5 mM de MgCl2, 200 uM de DNTps (cada nucleotidio), 20 picomoles
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de cada primer C1 e C4, 40 picomoles de cada primer pg 3 e pg 50, 1,25 U taqg
DNA polimerase.

No termociclador, o ciclo de amplificacdo foi programado conforme
protocolo descrito por Vilardo et al. (2006) com 1 ciclo de desnaturacéo inicial a
94°C por 4 minutos, seguidos de 25 ciclos de amplificacdo constituidos de trés
etapas: desnaturacdo a 94°C por 1 minuto, anelamento a 47°C por 1 minuto,
extensdo a 72°C por 1 minuto, completando com mais um ciclo de extensao final
a 72°C por 7 minutos. Como controle positivo foi utilizado as cepas padrédo de
Campylobacter jejuni ATCC 33291 e Campylobacter coli ATCC 43478.

Os produtos amplificados (5uL) foram separados por eletroforese em gel
de agarose 1,5%, utilizando o tamp&do de corrida TBE 0,5x, corados com
solucdo de SYBR® Safe DNA gel stain (Invitrogen®), adicionado de marcador
de peso molecular de 100pb (Invitrogen®) e depois visualizados em luz UV em
transluminador (L PIX EX Loccus Biotecnologia).

4.4 — Determinacédo dos genes de viruléncia

Os pares de iniciadores descritos na tabela 2 foram utilizados na analise dos

fatores de viruléncia relacionados a aderéncia e a invasao celular.

Tabela 2 — Primers para identificacdo dos genes de viruléncia flaA, cadF e pldA de

Campylobacter jejuni.

Genes Primers Sequéncia5’ O 3’ Referéncia
flaA flaA-F ATGGGATTTCGTATTAACAC Hénel et al. (2004)
flaA-R CTGTAGTAATCTTAAAACATTTTG

cadF cadFI-F2B TTGAAGGTAATTTAGATATG Zheng et al. (2006)
cadFI-R1B CTAATACCTAAAGTTGAAAC

ciaB ciaBIl-652 TGCGAGATTTTTCGAGAATG Zheng et al. (2006)
ciaBl-1159 TGCCCGCCTTAGAACTTACA

pldA pldA-361 AAGAGTGAGGCGAAATTCCA Zheng et al. (2006)
pldA-726 GCAAGATGGCAGGATTATCA

O DNA extraido para a realizagdo da PCR-multiplex foi utilizado para a
andlise dos fatores de viruléncia. O volume final para a reacdo de amplificacdo
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(50uL) foi composto por 20ng da solucdo de DNA bacteriano e pelos reagentes:
10mM de Tris-HCL; 50mM de KCI; 200 uM de cada deoxinucleotideo trifosfatado
(DNTP); 2,6 mM de MgCl,; 10 picomoles para os primer flaA e pldA, 40 picomoles
para o gene cadF e 1,25U de Taq DNA polimerase. A determinagcdo de cada gene
foi realizada individualmente.

O controle positivo de C. jejuni (ATCC 33291) foi usado em todas as reagdes
de amplificagdo, bem como um controle negativo, composto por agua bidestilada
estéril, adicionada & mistura de reacdo, em substituicio ao DNA alvo.

A amplificacao foi realizada em termociclador (Eppendorf®), obedecendo aos
seqguintes ciclos: 1 ciclo inicial a 95°C por 10 minutos; 35 ciclos de amplificac4o,
constituidos de 3 etapas: desnaturacdo a 95°C por 1 minuto, anelamento a 45°C por
1 minuto e extensdo a 72°C por 2 minutos; completando com mais 1 ciclo de
extensdo final a 72°C por 10 minutos. A separagdo e a visualizagdo dos produtos
amplificados foram realizadas utilizando a mesma técnica descrita para a PCR-

multiplex.

4.5 — Suscetibilidade aos antimicrobianos

O teste de suscetibilidade aos antimicrobianos foi executado conforme
protocolo descrito no NCCLS (2000), com modificagées para permitir o crescimento
de Campylobacter. Colonias de Campylobacter spp. foram suspendidas em solugéo
de NaCl 0,85% estéril até atingir a turvacdo corresponde a 0,5 na escala de
MacFarland. Aliquota de 100 pL de in6culo foi semeado com auxilio de algca de
Drigalsky na superficie de placas de agar Mueller-Hilton (Oxoid®) suplementado
com sangue de ovino desfibrinado. Apés a absorcéo do in6culo foram adicionados
os discos de antimicrobianos: acido nalidixico (30ug), amoxacilina (10ug), cefalotina
(30ug), ceftiofur (30ug), enrofloxacina (5ug), eritromicina (15ug), gentamicina (10ug),
lincomicina (9/100ug), neomicina (30ug), norfloxacina (10ug), sulfazotrim (25ug) e
tetraciclina (30ug). A incubacéo foi realizada em atmosfera de microaerofilia (5% O,
10% CO,, 85% N) a 37T por 48 horas, e apoés, a leitura da foi realizada pela
medicao dos halos de inibicdo do crescimento bacteriano. Para controle do teste foi
utilizada a amostras padrao de C. jejuni ATCC 33291.
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4.6 — Analise dos resultados

Os resultados foram tabulados e submetidos a estatistica descritiva. Para
determinar a associa¢cao da positividade em criangas com o0 contato com animais de
companhia foi utilizado teste do quiquadrado e apés a razdo de ODDS. O mesmo
calculo foi realizado para verificar a associacdo entre uso concomitante de
antibiético e a infeccdo por Campylobacter spp. assim como a associacdo entre a
presenca dos genes de viruléncia nas cepas de C. jejuni e a diarréia em criangas e
cdes. Para estas avaliacbes epidemiologicas foi utilizado programa estatistico
Graphpad Prism 5.

Para verificar a existéncia ou ndo de diferencas estatisticamente significantes,
entre as freqiéncias de animais e de criangas, que se apresentaram sensiveis ou
resistentes, quando analisadas a respeito da presenca de Campylobacter spp.,
considerando-se os diversos antimicrobianos utilizados foi aplicado o teste de Fisher
(Siegel, 1975).
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5 — RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Isolamento, Identificacdo e Biotificacdo de  Campylobacter spp.

Foram analisadas 120 amostras de fezes de animais pets atendidos no
ambulatorio do Hospital Veterinario (HVet) da Faculdade de Medicina Veterinaria,
sendo 103 provenientes de cdes e 17 de felinos. Destas 22/120 (18,3%) foram
positivas para Campylobacter spp. (20 amostras de caninos e duas amostras de
felinos). Lépez e colaboradores (2003) determinaram em uma comunidade de baixa
renda de Buenos Aires, prevaléncias de 16,96% e 20% em fezes de cées e gatos,
respectivamente.

Das 160 amostras de fezes de criangcas atendidas nos setores de Pronto
Socorro e Pronto Atendimento do Hospital de Clinicas da Universidade Federal de
Uberlandia 6,87% (11/160) foram positivas para Campylobacter spp. Essa
porcentagem foi ligeiramente inferior aos descritos por Cocker et al. (2002), que
investigaram a microbiota intestinal em criancas de até cinco anos de idade com e
sem diarréia na cidade do Rio de Janeiro e encontraram 9,9% (15/153) das fezes
positivas para Campylobacter spp.

Das amostras humanas positivas somente duas criancas tinham contato com
animais (uma amostra diarréica e outra amostra nao diarréica) e dos animais
atendidos no Hospital Veterinario (HVet) somente cinco pais consentiram em permitir
a participacao de seus filhos no projeto. Tanto as amostras coletadas dos pets que
tinham contato com as criancas positivas quanto as amostras das criancas que
tinham contato com os animais positivos foram negativas.

As 33 cepas de Campylobacter spp. isoladas de fezes de criangas e animais
foram identificadas para determinacdo da espécie. Os resultados obtidos por
métodos fenotipicos estdo na tabela 3. Somente para as espécies de C. coli e C.
jejuni foi realizada a confirmacdo por técnica genotipica. A identificacdo genotipica
por PCR multiplex e a identificacdo fenotipica para Campylobacter jejuni e
Campylobacter coli demonstraram homologia de 100% (figuras 1a, 1b e 1c).

A identificacdo demonstrou que 57,6% (19/33) cepas foram identificadas
como Campylobacter jejuni, 33,3% (11/33) como Campylobacter coli e 9,1% (3/33)

como Campylobacter gracilis.
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Tabela 3 — Identificacdo das espécies de Campylobacter spp. isoladas de fezes de cées e gatos

atendidos no HVet e criancas de até 5 anos atendidas no HC, de julho de 2010 a marco de 2011.

ESPECIE IDENTIFICADA

Campylobacter Campylobacter Campylobacter

Amostras o ) .
jejuni coli gracilis
N (%) N (%) N (%)

Canino 15 79 4 36,4 1 33,4
Felino 0 0 2 18,1 0 0
Criancas 4 21 5 455 2 66,6
TOTAL 19 100 11 100 3 100

1
C- C1+ C2+ Q1 C2 C3 C16 C4 C5 C6 C18 C7 C19 CB C9 C20 C10 C11 C12 C17 C13 C14 C15

C1+ C2+ C- G1 G2 M C- C1+C2+ H2 H6 H3 H4 H5 H7 H1 H8 H9 H10 HM
g
1B

Figura 1 — PCR — Multiplex das amostras isoladas (M) Marcador de peso molecular (100 bp DNA

Ladder -Invitrogem®), (C-) controle negativo, (C1+) controle positivo para Campylobacter jejuni, (C2+)
controle positivo para Campylobacter coli, 1A caninos - (C1 — C15) amostra de Campylobacter jejuni,
(C16, C18 — C20) amostra de Campylobacter coli, (C17) Campylobacter gracilis.; 1B felinos - (G1-—
G2) amostra positiva para Campylobacter coli; 1C humanos - (H2 — H5) amostra de Campylobacter

jejuni, (H1, H8-H11) amostra de Campylobacter coli, (H6, H7) Campylobacter gracilis.

Dentre as 20 cepas isoladas dos caninos, 15 foram identificadas como C.
jejuni, quatro como C. coli e uma como Campylobacter gracilis. Tsai et al. (2007)
determinaram a prevaléncia de espécies de Campylobacter em caes domésticos e
vadios em Taiwan e verificaram que C. jejuni também foi a espécie mais identificada.
Apesar de isolamentos da espécie C. upsaliensis provenientes de caes ser citada
por Steinhauserova, Fojtikova, Klimes (2000) e Tsai et al. (2007), esta espécie nao

foi identificada neste estudo.
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A biotificacdo dos isolados identificados com C. jejuni e C. coli pode ser

observada na tabela 4.

Tabela 4 — Biotipificacao de Campylobacter jejuni e Campylobacter coli isolados de fezes de caes e
gatos atendidos no HVet e criancas de até 5 anos atendidas no HC, de julho de 2010 a margo de
2011.

C. Jejuni C. Caoli
I l 1 v I I
Céo 9 6 - - 4 -
Gato - - - - 2 -
Crianca 4 - - - 5 -
Total 13 6 - - 11 -

A biotificacdo demonstrou treze espécies como C. jejuni bidtipo I, seis C.
jejuni biotipo Il e onze como C. coli biotipo I.

Fernandez e colaboradores (1991) estudaram a disseminagdo de
Campylobacter spp. entre cées vadios e de estimagédo em Valdivia e verificaram que
as amostras de C. jejuni isoladas dos cédes de estimagéo foram classificadas como
dos biétipos | e Il. Estes resultados concordam com 0s observados neste estudo. Ja
na biotificacdo das amostras de C. coli, neste estudo, identificou-se somente o
bidtipo I, discordando dos estudos de Fernandez et al. que observaram este bibtipo
restrito a cdes de rua e uma maior incidéncia do bioétipo Il. Lépez e colaboradores
(2003) identificaram em animais de estimacdo de Buenos Aires somente C. jejuni
tipo I1.

Os bidtipos de C jejuni | e Il e C coli bidtipo Il sdo os mais frequentemente
isolados de casos de diarréia humana nas cidades chilenas de Valdivia e Santiago
(FIGUEROA et al., 1990). Neste estudo, os isolados provenientes de humanos foram
identificados como C. jejuni biotipo | e C. coli biétipo I.

Lépez e colaboradores (2003) isolaram em Buenos Aires C. jejuni de fezes
diarréicas de criancas e também observaram que o bidtipo tipo | foi o identificado em

todos os casos.
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5.2 — Suscetibilidade aos antimicrobianos

As resisténcias aos antimicrobianos de isolados de fezes de animais pets e

criancas de até cinco anos, por espécie identificada esta nas tabelas 5 e 6.

Tabela 5 — Resisténcia aos antimicrobianos de espécies de Campylobacter spp. isoladas de fezes de
animais pets atendidos no HVet de julho de 2010 a marco de 2011.

Campylobacter Campylobacter = Campylobacter

Antimicrobiano jejuni coli gracilis

N % N % N %
Acido Nalidixico 5 33,3 2 33 0 0
Amoxicilina 4 26,7 3 50 1 100
Cefazolina 6 40,0 4 67 0 0
Ceftiofur 8 53,3 3 50 0 0
Enrofloxacina 6 40,0 3 50 1 100
Eritromicina 7 46,7 4 67 0 0
Gentamicina 5 33,3 3 50 0 0
Lincomicina 9 60,0 4 67 0 0
Neomicina 6 40,0 1 17 1 100
Norfloxacina 7 46,7 4 67 1 100
Sulfazotrim 10 66,7 6 100 0 0
Tetraciclina 9 60,0 3 50 0 0

N — nimero de amostras resistentes.

Dentre as amostras coletadas de animais, as espécies de C. coli e C. gracilis
demonstraram altos percentuais de resisténcia a amoxicilina, com valores de 50% e
100%, respectivamente. Para os outros 3 — lactamicos analisados foi observada
mais de 50% de resisténcia para a cefazolina nas amostras de C. coli e para o
ceftiofur nas amostras de C. jejuni e C. coli. Esses dados corroboram com o0s
encontrados por Modolo et al. (2003) que isolaram cepas altamente resistentes a 3 -
lactamicos. Isto é devido a alta resisténcia dessas bactérias as cefalosporinas e f3 -
lactamicos em geral (ABRAHANS et al., 1990;. TAJADA et al., 1996).

Entre as quinolonas testadas, mais de 50% das cepas de C. coli e 100% das
cepas identificadas como C. gracilis demonstraram resisténcia para a enrofloxacina
e norfloxacina. Kuana e colaboradores (2008) estudaram o perfil de suscetibilidade
aos antimicrobianos de Campylobacter spp. em animais e também verificaram altos

indices de resisténcia as quinolonas em especial a enrofloxacina.
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Rossi et al. (2008) estudaram diferentes espécies de Campylobacter isoladas
de cdes e gatos em encontraram uma possivel associagdo entre o isolamento
destes microrganismos em animais com doenca clinica e a resisténcia da cepa aos
antimicrobianos. O estudo revelou que uma alta porcentagem dos isolados
identificados como C. jejuni eram resistentes ao acido nalidixico e ciprofloxacina,
com valores mais elevados do que os descritos por Sandberg et al. (2006), na
Noruega. Os autores concluiram que esta resisténcia refletia a extensa utilizacao de

fluoroquinolonas em caes e gatos na Italia.

Tabela 6 — Resisténcia aos antimicrobianos de espécies de Campylobacter spp. isoladas de fezes de

criancas de até cinco anos atendidas no HC-UFU de julho de 2010 a margo de 2011.

Campylobacter Campylobacter Campylobacter
Antimicrobiano jejuni coli gracilis

% %
25%

%

Acido Nalidixico 40% 50%

Amoxicilina 75% 60% 100%
Cefazolina
Ceftiofur

Enrofloxacina

75% 60% 100%

75% 40% 50%

0% 40% 0%

Eritromicina 75%

Gentamicina 0% 20% 50%

Lincomicina 0% 60% 0%

Neomicina 0% 0% 0%

Norfloxacina 50% 40% 100%

N N O W kP W N DN W w N Z2

Sulfazotrim
Tetraciclina

25% 40%

50% 1 20%
N — nimero de amostras resistentes.

0%

N
1
2
2
1
0
60% 1 50%
1
0
0
2
0
1 50%

N P N O O O W O W W W Kk Z

Neste estudo também foi observada resisténcia de mais de 50% das cepas de
C. coli para a eritromicina e para a tetraciclina nas cepas de C. jejuni e C. coli. Este
fato é considerado preocupante ja que estes antibiéticos sdo considerados as
drogas de eleicdo para o tratamento da infeccdo (KUANA et al., 2008). Além disso, o
género Campylobacter possui plasmideos R, que frequentemente medeiam
resisténcia a tetraciclinas (FRANCO et al., 2004).

O conjunto de resultados deste estudo mostra que independente das
diferencas identificadas entre as estirpes para alguns antimicrobianos, os isolados

apresentaram altos indices de resisténcia. A resisténcia foi observada
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principalmente para as drogas mais usadas em tratamentos clinicos de
gastrenterites em animais, como o sulfazotrim (66,7% das amostras de C. jejuni e
100% das amostras de C. coli). A resisténcia € preocupante e demonstra que é
necessaria a conscientizacao do uso desse antimicrobiano na clinica como forma de
reduzir a pressao de sele¢cdo a que estes microrganismos sao submetidos.

Entre as amostras isoladas de criancgas e identificadas como C. jejuni, 75% foi
resistente para os antimicrobianos amoxicilina, cefazolina, ceftiofur e eritromicina.
Para as cepas identificadas como C. coli, foi observada maior resisténcia para a
amoxicilina, cefazolina, eritromicina e lincomicina (60%). Ja as cepas de C. gracilis
foram 100% resistentes & amoxicilina, cefazolina e norfloxacina.

Conforme observado nas cepas isoladas dos animais, os antimicrobianos
como B — lactamicos, macrolideos e quinolonos também foram os que as cepas
isoladas das criancas mais demonstraram resisténcia.

Estudos epidemioldgicos tém demonstrado o impacto clinico da resisténcia
aos antibidticos em infeccbes de humanos por Campylobacter. Pacientes infectados
com Campylobacter jejuni quinolona-resistentes e tratados com fluoroquinolonas, em
Minnesota, em 1997, tiveram uma duracdo média de diarréia de 10 dias, em
comparagdo com pacientes infectados com cepas sensiveis que tiveram duragdo de
sete dias (SMITH et al., 1999).

A resisténcia determinada para cada uma das espécies identificadas
demonstrou que ndo foram encontradas diferencas (p>0,05), estatisticamente

significantes, entre as freqiéncias quando analisados pelo teste de Fisher.

5.3 — Genes de viruléncia

A determinacdo nos isolados identificados como Campylobacter jejuni da
presenca dos genes de viruléncia flaA, ciaB, cadF e pldA por meio de analises
moleculares pode ser visualizada nas figuras 2, 3, 4 e 5.

M C+ C- C1 C2 C3 C4 C6 CB COC10 C11 C12C5C7 C13C14C15 |y C+ C- H2 IH3

- T . - " — L —
¥ —

Figura 2 — 2A - C1 — C4, C7: Campylobacter jejuni portadores do gene flaA isoladas de caes; 2B —
H2 — H5: estirpes de Campylobacter jejuni portadores do gene flaA isoladas de criancas. (M)
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Marcador de peso molecular (100 bp DNA Ladder -Invitrogem); (C+) Controle positivo (1728pb); (C-)
Controle negativo.

Figura 3 — 3A - C1-C3: Campylobacter jejuni portadores do gene pdlA isoladas de cées; 3B —H2:
Campylobacter jejuni portador do gene pdlA isolada de crianca. (M) Marcador de peso molecular
(100 bp DNA Ladder -Invitrogem), (C +) Controle positivo (385pb); (C -) Controle negativo.

Figura 4 — 4A - C1 — C6, C8: Campylobacter jejuni portadores do gene cadF isoladas de cées; 4B —
H2 — H5: Campylobacter jejuni portadores do gene cadF isoladas de criancas. (M) Marcador de peso
molecular (100 bp DNA Ladder -Invitrogem); (C +) Controle positivo (400pb); (C -) Controle negativo.

Figura 5 — 5A - C1, C2 e C8: Campylobacter jejuni portadores do gene ciaB isoladas de cédes; 5B —
H2 — H4: Campylobacter jejuni portadores do gene ciaB isoladas de criangas; (M) Marcador de peso
molecular (100 bp DNA Ladder -Invitrogem); (C +) Controle positivo (527pb); (C -) Controle negativo.

Esses genes codificam proteinas envolvidas na adesdo e na capacidade
invasiva de Campylobacter jejuni. O gene flaA é necessario para a adesao e invasao
de Campylobacter jejuni nas células epiteliais (WASSENAAR et al., 1991) e o gene
ciaB codifica uma proteina envolvida na invasdo celular (RIVERA-AMILL et al.,
2001). O gene cadF é responsavel pela codificacdo de uma proteina que interage
com a fibronectina da matriz extracelular do hospedeiro, participando na colonizagéo
celular (MONTEVILLE et al., 2003). O gene pldA esta relacionado a invaséo celular
e codifica uma proteina envolvida na sintese de fosfolipase da membrana externa
(ZIPRIN et al., 2001).

A presenca dos genes de viruléncia nos isolados identificados como

Campylobacter jejuni pode ser visualizada na tabela 7.
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Tabela 7 — Ocorréncia de genes de viruléncia em Campylobacter jejuni isolados de fezes de animais

pets atendidos no Hvet e de criangas até 5 anos atendidas no HC, de julho de 2010 a margo de 2011.

Genes de Viruléncia

Isolados
flaA pdIA cadF ciaB

+ + +

c1
c2
c3
C4
c5
Ccé - -
c7
c8 - -
H2
H3
H4

H5 + - + -
C1-C8: isolados de cées, H2-H5: isolados de criancas; (+) presenca do gene de viruléncia; (-)

+

+ + + + o+

1
+ 4+ 4+ 4+ o+
1

+

+ o+ o+
1
+ + + o+

+

auséncia do gene de viruléncia.

Entre os isolados de cées, uma das amostras apresentou 0s quatro genes
simultaneamente (C1), duas amostras possuiam trés genes (C2: flaA, cadF e ciaB;
C3: flaA, pdIA e cadF). Dois isolados (C4 e C5) possuiam os genes flaA e cadF e o
isolado C8, os genes cadF e ciaB. Dois isolados possuiam somente um gene de
viruléncia (C6: cadF e C7: flaA). Dentre as cepas isoladas de fezes humanas todas
apresentaram os genes flaA e cadF e somente uma amostra tinha o gene pdIA (H2)
e duas o gene ciaB (H2 e H4).

Tanto as amostras de animais quanto as amostras humanas que
apresentaram 0s genes de viruléncia eram todas amostras diarréicas. Isto confirma
as afirmacdes de Hanel et al. (2004) e Zheng et al. (2006) que comentam que 0S
genes flaA, ciaB, cadF e pldA sdo importantes e podem ser usados como referéncia

no estudo dos mecanismos de patogenicidade de C. jejuni

5.4 — Fatores de Risco para infec¢cdo por Campylobacter spp.

5.4.1 — Criancas até cinco anos

A associacdo entre a positividade para Campylobacter spp. e a presenca de

diarréia nas criangas esta descrita na tabela 8.
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Tabela 8 — Associacdo entre a presenca de diarréia e positividade para Campylobacter spp. nas

fezes de criancas de até cinco anos atendidas no HC-UFU de julho de 2010 a margo de 2011.

Campylobacter spp. Diarréia Assintomatica Total
Positivo 9 2 11

Negativo 83 66 149
Total 92 68 160

p>0,05; OR=3,57

Dentre as 92 amostras de fezes diarréicas, nove (9,8%) foram positivas para
Campylobacter spp. Duas dessas criangas apresentavam episodio de diarréia aguda
com caracteristicas de fezes liquida com presenca de sangue e muco, vomito, febre
e curso da doenca em torno de cinco dias e faziam uso de antibioticoterapia
(amoxicilina e sulfametoxazol, respectivamente). As demais criancas apresentavam
sintomas menos severos e ndo faziam uso de antibioticos.

No Brasil, tem sido relatada a presenca de Campylobacter spp. em casos de
diarréia aguda, sendo que em Sao Paulo, de acordo com Scarcelli et al. (2005), o
indice esta proximo aos 26%, sendo afetadas principalmente criancas (Franco et al.,
2004). Palma et al. (1997) também observaram que o segundo agente mais
freqientemente isolado entre os casos de diarréia infantil no Hospital “Umberto 17,
em S&o Paulo foi Campylobacter spp. 3/40 (7,5%).

Entre as 68 amostras nao diarréicas, somente duas (2,9%) foram positivas. O
motivo do exame de fezes nestes pacientes foi devido a queixa de prurido anal.

Apesar de o calculo do indice de associagdo OR mostrar que criancas
positivas para Campylobacter spp. nas fezes apresentarem 3,57 vezes mais
probabilidade de ter diarréia que as negativas, essa associacdo nao foi
estatisticamente significante (tabela 8).

Os resultados desse trabalho mostram que ha presenca de criancas
assintomaticas e isso concorda com Mendes et al. (1987) que cita que pessoas de
paises em desenvolvimento, quando infectadas, nem sempre apresentam
sintomatologia clinica.

Héa evidéncias de que os anticorpos anti Campylobacter podem determinar um
periodo de excrecdo mais curto, bem como impedir o aparecimento de
manifestagcbes clinicas em muitos portadores da bactéria. Em paises em

desenvolvimento, onde o contato com a bactéria € precoce e as oportunidades de
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infeccd@o e reinfeccdo sdo maiores, encontram-se altos titulos de IgA que persistem
mais do que as IgGs. Esta resposta € induzida pelo flagelo ou outros antigenos de
superficie, que parecem ser importantes no estabelecimento de C. jejuni no intestino
de portadores assintomaticas (FERNANDEZ, 2008).

Quando se investigou se o0 convivio com animais pets era fator de risco para a
presenca de Campylobacer spp. nas fezes das criancas, 0s resultados

demonstraram que estas duas situacdes ndo estavam associadas (tabela 9).

Tabela 9 — Associacdo entre o contato com pets e positividade para Campylobacter spp. nas fezes de

criancas de até cinco anos atendidas no HC-UFU de julho de 2010 a marco de 2011.

Campylobacter spp.

Habito Positivo Negativo Total
Contato com pet 2 46 48
N&o contato 9 103 112
Total 11 149 160

p>0,05; OR=0,49

A probabilidade de criangcas serem positivas para Campylobacter spp. nas
fezes devido ao contato com pets foi 0,49 vezes maior do que as negativas, porém
esta diferenga nao foi significativa (p>0,05). Esses resultados indicam que nos casos
estudados outros fatores estéo associados a presenca da bactéria nas criangas.

Esses dados discordam com Houf (2008) que realizou um estudo sobre o
contato com cées e gatos domeésticos como fator de risco para infeccdo humana por
Campylobacter entre julho de 2006 a setembro de 2007, utilizando fezes e swabs
orais, para verificar a presenca do patdgeno. Os isolados obtidos por cultivo em
meio seletivo foram identificados quanto a espécie por meio da técnica de PCR. Foi
demonstrado que os cées excretaram o patégeno nas fezes e na boca. O autor
considerou que junto com o consumo de alimentos e agua contaminados, entrar em
contato com cées foi também considerado outra fonte potencial de infeccéo.

O fato de o contato com pets nao ser fator de risco para a infeccdo de
humanos por Campylobacter também discordam dos resultados obtidos por Tenkate
e Stafford (2001). Estes autores relatam que infec¢cdes por Campylobacter era uma
das principais causas de doengas de declaracdo obrigatdria na Australia, com um
pico em criangcas de 0-35 meses. Um estudo caso-controle foi conduzido para
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investigar fatores de risco para infeccdo por Campylobacter em criangcas nessa faixa
etaria. Entre os fatores de risco associados de forma independente para a aquisicao
da doenca estava a presenca de filhotes de pets no domicilio da crianca. Eles
observaram OR= 16,58, 0 que sugere que crian¢cas com idade inferior a trés anos
estdo em risco de infeccdo por Campylobacter se residindo em uma casa que tem
filhotes de pets

Foi dificil avaliar os habitos alimentares das criancas com fezes positivas para
Campylobacter spp. que participaram do estudo, no entanto, todas eram da mesma
regido da cidade e durante a visita foi possivel perceber que eram de familias de
baixa renda e com baixo grau de instrucdo. Assim, apesar de Holf (2008) afirmar que
o tipo de alimentacdo € um importante fator de risco para infeccdo por
Campylobacter, este item né&o foi avaliado neste estudo.

Criangas que usavam antibiéticos apresentaram 1,4 vezes mais chance de se
infectarem com Campylobacter spp. em relacdo aquelas criangcas que ndo usavam
antibiotico, porém, sem diferencas significantes (p>0,05). Assim, o uso de antibiético
ndo é um efeito protetor para infeccdo por Campylobacter spp. (tabela 10). Esta
constatacdo também foi observada durante a andlise de resisténcia in vitro aos
antimicrobianos das cepas de Campylobacter isoladas das fezes das criancas que
apresentavam episoédio de diarréia aguda. Cepas isoladas das fezes de duas
criancas que estavam sob tratamento com as drogas amoxicilina e sulfazotrim,

respectivamente, apresentaram resisténcia a estes dois antimicrobianos.

Tabela 10 — Associacdo entre 0 uso de antibioticoterapia e a positividade para Campylobacter spp.

nas fezes de criancas de até 5 anos atendidas no HC-UFU de julho de 2010 a margo de 2011.

Campylobacter spp. Em uso de Sem uso Total
antibioticos antibioticos

Positivo 2 9 11

Negativo 20 129 149

Total 22 138 160

p>0,05; OR=1,4

Nenhum dos responsaveis pelas criancas com fezes positivas para

Campylobacter spp. relatou durante a entrevista queixas como paralisia, dor ou
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fadiga muscular, descartando dessa forma, naquele momento, suspeita da sindrome

de Guillain — Barré.

5.4.2 — Animais

Entre os animais pets atendidos no ambulatorio do Hospital Veterinario (HVet)
da Faculdade de Medicina Veterinaria a associacao entre a positividade para
Campylobacter spp. e sintomatologia clinica de diarréia foi significativa e demonstrou
gue animais infectados com Campylobacter possuem 7,38 vezes mais probabilidade
de apresentarem diarréia (tabela 11).

A associacao entre a positividade para Campylobacter spp. nas fezes e
presenca de diarréia também foi observada por Burnens et al. (1992), que
analisaram as taxas intestinais desta bactéria em animais com gastrenterite e
assintomaticos. Verificou-se naquele estudo que o0s animais diarréicos positivos
apresentavam o dobro de isolamentos quando comparadas aos animais
assintomaticos. A diferenca entre os isolamentos em animais com e sem diarréia foi

significativa, indicando a associacao entre diarréia e infeccao.

Tabela 11 — Associacdo entre sintomas clinicos de diarréia e positividade para Campylobacter spp.

nas fezes de animais pets atendidos no HVet de julho de 2010 a marco de 2011.

Tipo de fezes

Campylobacter spp. Diarréica N&o Total
diarréica

Positivo 17 5 22

Negativo 31 67 98

Total 48 72 120

p<0,05; OR=7,38

Neste estudo, com excecdo de um canino de 11 anos que apresentava
diarréia cronica de coloracdo enegrecida, dor abdominal cranial, febre, vomito e
anorexia, todos 0s outros animais apresentavam episédio de diarréia liquida com
sangue e muco, doenca com caracteristicas de curso aguda, com duragcdo em torno
de quatro dias, presenca de vomito e febre, calendario vacinal atualizado, né&o

apresentavam parasitas macroscopicos e estavam vermifugados.
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Ha associacdo entre a positividade para Campylobacter e 0 uso concomitante
de antibidticos. Animais tratados tém 57,41 vezes mais probabilidade de serem
positivos nas fezes que aqueles néo tratados (tabela 12). E possivel que o uso de
antimicrobianos reduza a microbiota natural do intestino, e assim, favoreca a
colonizacdo e multiplicacdo de Campylobacter apds a infecgcdo dos animais. A alta
resisténcia aos antimicrobianos observada para os isolados em teste in vitro (tabela

5) confirma a possibilidade desta teoria.

Tabela 12 — Associacdo entre 0 uso de antimicrobianos e positividade para Campylobacter spp. em

fezes de animais pets atendidos no HVet de julho de 2010 a marco de 2011.

Animais
Em uso de Sem uso de
Campylobacter spp. Antibioticos antibiéticos Total
Positivo 22 0 22
Negativo 43 55 98
Total 65 55 120

p<0,05; OR=57,41

A presenca de genes de viruléncia nas cepas isoladas de fezes de criancas e

animais foi relacionada a resisténcia aos antimicrobianos testados (tabela 13).

Tabela 13 — Relacdo entre a resisténcia aos antimicrobianos e a presenca de genes de viruléncia em
Campylobacter jejuni isolados de fezes de animais pets atendidos no HVet e de criangcas até 5 anos
atendidas no HC, de julho de 2010 a mar¢o de 2011.

Genes de Viruléncia

Isolados Resisténcia aos Antimicrobianos
flaA pdlA cadF ciaB
C1 + + + + CFO, NAL, NOR
Cc2 + - + + AMO, CTF, CFO, NOR, SUT
C3 + + + - ERI, LIN, TET
C4 + - + - TET
C5 + - + - ERI, LIN, TET
C6 - - + - NAL, CTF, CFO, NOR, SUT, ENR
Cc7 + - - - NAL, CTF, CFO, SUT, TET
C8 - - + NAL, LIN, SUT, CTF, ENR, GEN,TET
H2 + + + NAL, AMO, CFO, CTF, NOR
H3 + - + - AMO, CTF, ERI, NOR, TET
H4 + - + + AMO, CTF, CFO, ERI, SUT
H5 + - + - ERI, LIN, TET
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C1-C8: isolados de cédes, H2-H5: isolados de criancgas; (+) presenca do gene de viruléncia; (-) auséncia
do gene de Vviruléncia; AMO:amoxicilina, CFO:cefalotina, CTF:ceftiofur, ERI: eritromicina,
ENR:enrofloxacina, GEN:gentamicina, LIN: lincomicina, NAL: &cido nalidixico, NOR: norfloxacina, SUT:
sulfazotrim, TET: tetraciclina.

Embora ndo houvesse resisténcia para a enrofloxacina na cepa isolada de um
cado (C1) houve resisténcia para outros antibiéticos pertencentes ao mesmo grupo
desse antimicrobiano (quinolona). As drogas a que este isolado foi resistente foram
o0 acido nalidixico (quinolona de primeira geracdo) e norfloxacina (quinolona de
segunda geracdo, assim como a enrofloxacina). A cepa isolada deste animal
apresentava todos os quatro genes de viruléncia estudados.

No cédo diarréico em que foi isolada a cepa C2 foi utilizado sulfazotrim na
primeira internacdo sem melhora clinica, sendo ap0s quatro dias, em nova
internacdo, administrado amoxicilina. Nao houve resposta clinica a nenhuma das
duas drogas e o animal foi a 6bito. A cepa isolada deste animal apresentou trés dos
guatro genes de viruléncia estudados e demonstrou in vitro e in vivo resisténcia para
estes dois antimicrobianos.

Nas cepas isoladas de humanos, todas que apresentaram 0s genes de
viruléncia eram de amostras diarréicas. Em uma crianca infectada com a cepa H3
(dois genes de viruléncia), estava sendo administrado amoxicilina e em outra em uso
de sulfazotrim foi isolada a cepa H4 (trés genes de viruléncia). Ambas as cepas
mostraram resisténcia para estes antimicrobianos.

Foram isoladas de criancas duas cepas resistentes a eritromicina (H3 e H4),
duas resistentes a norfloxacina (H2 e H3) e duas a tetraciclina (H3 e H5). Estas
cepas possuiam de dois a quatros genes de viruléncia. Atualmente, macrolideos e
fluoroquinolonas sdo os antimicrobianos de escolha quando a intervencao
terapéutica € justificada (ENGBERG et al., 2001; MOORE et al., 2005) e as
tetraciclinas tém sido sugeridas como uma escolha alternativa no tratamento de
campilobacteriose clinica (AERESTRUP; ENGBERG, 2001).

A tabela 14 mostra a associacao entre os isolados que apresentavam todos
0s quatro genes de viruléncia estudados e a presenca de diarréia no paciente.
Houve alta associacdo entre presenca dos quatro genes de viruléncia para
Campylobacter jejuni e os sintomas clinicos de diarréia em criangcas e animais.

Assim pacientes infectados com C. jejuni que apresentam 0s genes de viruléncia
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(flaA, cadF, ciaB e pdlA) apresentam 11,36 mais probabilidade de apresentar

diarréia que aqueles com auséncia dos genes de viruléncia (p<0,05).

Tabela 14 — Associacdo entre a presenca de genes de viruléncia em Campylobacter jejuni e a

ocorréncia de diarréia em criangas de até cinco anos atendidas no HC e pets atendidos no HVet, de

julho de 2010 a margo de 2011.

Tipo de fezes

Genes de viruléncia Diarréica dial;lraé(i)ca Total
Presenca dos genes 12 0 12
Auséncia dos genes 5 2 7

Total 17 2 19

p<0,05; OR=11,36
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6 — CONCLUSOES

Bactérias do género Campylobacter spp. foram isoladas 6,87% e 18,3% das
fezes de criancas e animais, respectivamente. Houve uma associacdo entre a
presenca de C. jejuni e diarréia em animais. Além da C. jejuni, em animais
assintomaticos foram identificadas as espécies C. coli e C. gracilis. Em fezes de
criangas com diarréia foram identificadas C. jejuni e C. coli e nas fezes nao
diarréicas foram identificadas C. gracilis.

Os biotipos encontrados entre as amostras diarréicas foram o C. jejuni bidtipo
| e Il. J& entre as amostras assintomaticas foi verificado somente o bibtipo I. As
espécies de C. coli bidtipo | foi encontrado tanto em amostras diarréicas como em
amostras assintomaticas.

O convivio com pets ndo aumentou o risco de criancas serem infectadas com
Campylobacter e nao foi possivel estabelecer entre os pontos estudados um fator de
risco para a infeccdo em criancas.

Cepas que possuiam os genes de viruléncia foram positivamente associados
a presenca de diarréia. Essas cepas também mostraram maior resisténcia aos
antimicrobianos testados, principalmente para as quinolonas e sulfonamidas. Esta
resisténcia foi observada principalmente nas cepas isoladas dos animais, o que
reflete o uso indiscriminado destes antibidticos na clinica veterinaria. Nas cepas
isoladas de amostras humanas a preocupagcdo se encontra na resisténcia para a
eritromicina, antibidtico de escolha para o tratamento da campilobacteriose. O uso
da antibioticoterapia em caes aumentou a probabilidade de risco para a infec¢ao por
Campylobacter em 57,41 vezes.

Apesar de ndo ter havido neste estudo uma associacdo positiva entre o
convivio com pets e a infeccdo de criancas por Campylobacter spp. novas
investigacdbes mais abrangentes devem ser realizadas, assim como, deve-se
estabelecer a relacao epidemioldgica por métodos moleculares entre cepas isoladas

de infec¢cbes humanas e animais.
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8 — ANEXOS

ANEXO | — Termo de consentimento livre e esclarecid o0 solicitado pelo Comité

de Etica na Utilizacdo de Animais

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa sobre “Ocorréncia e
suscetibilidade antimicrobiana de Campylobacter spp. em cées, gatos, criancas e
sua importancia zoonotica”, sob a responsabilidade dos seguintes pesquisadores:
Daise Aparecida Rossi; Cecilia Gomes Rodrigues; Fernando Anténio Ferreira; Maria
Bernadete Jeha Araujo.

Nesta pesquisa nds estamos buscando entender o papel epidemioldgico das
espécies de Campylobacter spp. Na sua participacdo vocé permitirhd coletar
amostras fecais do(s) animal(is) sob sua responsabilidade, com o uso de suabes
estéreis.

Em nenhum momento vocé sera identificado. Os resultados da pesquisa
serdo publicados e ainda assim a sua identidade sera preservada.

Vocé nao tera nenhum gasto ou ganho financeiro por participar da pesquisa.

Os beneficios serao identificar uma possivel zoonose dentro do seu ambiente
domiciliar, podendo dessa forma utilizar medidas profilaticas adequadas.

Vocé é livre para parar de participar a qualguer momento sem nenhum
prejuizo para o senhor (a).

Uma coOpia deste Termo de consentimento ficara com o senhor(a).

Qualguer duvida a respeito da pesquisa 0 senhor podera entrar em contato
com o0s pesquisadores: Daise Aparecida Rossi e/ou Cecilia Gomes Rodrigues,
Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada da Faculdade de Medicina Veterinaria
da Universidade Federal de Uberlandia — MG, rua Ceara s/n Bloco 2D, sala 43, fone:
(034) 3218-2482. CEP/UFU: Av. Jodo Naves de Avila, n°® 2121, bloco J, Campus
Santa Monica — Uberlandia -MG, CEP: 38408-100; fone: 34-32394531

Uberlandia, de de 20

Assinatura do pesquisador
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Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, ap0s ter sido
devidamente esclarecido

Participante da pesquisa
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ANEXO Il — Termo de consentimento livre e esclareci  do solicitado pelo Comité
de Etica em Pesquisa com Seres Humanos

Vocé esta sendo convidado para participar da pesquisa sobre “Ocorréncia e
suscetibilidade antimicrobiana de Campylobacter spp. em cées, gatos, criancas e
sua importancia zoonotica”, sob a responsabilidade dos seguintes pesquisadores:
Daise Aparecida Rossi; Cecilia Gomes Rodrigues; Fernando Anténio Ferreira; Maria
Bernadete Jeha Araujo.

Nesta pesquisa nds estamos buscando entender o papel epidemioldgico das
espécies de Campylobacter spp. Na sua participacdo vocé permitirhd coletar
amostras fecais da(s) crianca(s) sob sua responsabilidade, com o uso de potes
estéreis descartaveis.

Em nenhum momento vocé sera identificado. Os resultados da pesquisa
serdo publicados e ainda assim a sua identidade sera preservada.

Vocé nao tera nenhum gasto ou ganho financeiro por participar da pesquisa.

Os beneficios serao identificar uma possivel zoonose dentro do seu ambiente
domiciliar, podendo dessa forma utilizar medidas profilaticas adequadas.

Vocé é livre para parar de participar a qualguer momento sem nenhum
prejuizo para o senhor (a).

Uma coOpia deste Termo de consentimento ficara com o senhor(a).

Qualguer duvida a respeito da pesquisa 0 senhor podera entrar em contato
com os pesquisadores: Daise Aparecida Rossi e/ou Cecilia Gomes Rodrigues,
Laboratério de Biotecnologia Animal Aplicada da Faculdade de Medicina Veterinaria
da Universidade Federal de Uberlandia — MG, rua Ceara s/n Bloco 2D, sala 43, fone:
(034) 3218-2482.

CEP/UFU: Av. Jodo Naves de Avila, n°® 2121, bloco J, Campus Santa Ménica —
Uberlandia —-MG, CEP: 38408-100; fone: 34-32394531

Uberlandia, de de 20

Assinatura do pesquisador
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Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apds ter sido
devidamente esclarecido

Participante da pesquisa



ANEXO Il — Inquérito epidemiolégico dos animais at

Veterinario da Faculdade de Medicina Veterinaria da

Uberlandia.

a- Identificacao do animal

Espécie ( ) canina () felina
Idade
Sexo ( )fémea ( )macho

b- Anamnesia clinica

Animais sem gastroenterite ()

Animais com gastroenterite ()

Caracteristicas das fezes:

58

endidos no Hospital
Universidade Federal de

liguida ( ) pastosa ( ) mucopurulenta ( ) sanguinolenta ( )

Curso da doenca (quanto tempo os sinais se manifestaram)

Visualizacéo, tipo e quantidade observada de ectoparasitas

Presenca de material ndo digerido ( )

Febre( )

vomito( )

dores abdominais( )

fraqueza muscular( )
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dores articulares( )

Calendéario de vacinacao para caes (parvovirus, antirabica, giardia, gripe canina,
leptospirose, octupla ou déctupla) e para gatos (quadrupla e antirdbica),
especificando doses e periodo em que foi administrado essas doses

Exames parasitolégicos

() positivo tipo de endoparasitas

() negativo

Uso de vermifugos ou antibidticos (freqiéncia de administracdo, periodo do
tratamento, droga utilizada)

Presenca de outros animais (galinhas, aves silvestres, suino, bovinos) e qual o tipo

de contato entre esses animais.

Presenca de criangas no domicilio.

Localizacado da moradia (zona rural, urbana ou distrito proximo as areas urbanas).
Moradia apresenta saneamento basico (Agua e esgoto tratados).

Alimentacéo destinada a esses animais (industrializada ou caseira).

Tipo de consumo dos alimentos (carne ou ovos cru ou mal cozidos, leite n&o
pasteurizado) e procedéncia destes alimentos, verificar a possibilidade de
contaminacgao cruzada na cozinha com produtos que nao sdo cozidos antes de ser

consumidos.

Limpeza da moradia e forma de descarte das fezes dos animais.
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Higienizacdo correta das méaos antes de manipular alimentos e limpeza adequada

dos utensilios domésticos.

Presenca de aterros sanitarios, lotes com restos alimentares ou animais mortos

proximo as moradias.

Contato direto com material fecal de animais infectados.
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ANEXO IV — Questionario Clinico das criangas conviv  entes com 0s animais
pets atendidos no H-Vet da UFU.

Caodigo da crianca:

Visita a residéncia (endereco):

a - ldentificacdo da crianca (para todas com menos de 5 anos)
Idade:
Sexo:

b-Episddio de diarréia (aguda, prolongada, crbénica), periodo em que 0s sintomas

aparecerao e freqiéncia da diarréia.

c-caracteristica das fezes:

( )liquida ( )semi-liquida ( )semi-pastosa ( )pastosa

( )sangue ( )muco ( )pus

( ) presenca de alimentos nao digeridos

( ) presenca de parasitas macroscopicos

() vbmitos ( ) febre

d-Tipo de contato com o(s) animal(is) (intimo, regular ou eventual)

e-Alimentacao da crianca (tipo, frequéncia, procedéncia)

f-Consumo de 4gua (tratamento, origem)

g-Uso de medicamentos (nome da droga, freqiéncia e periodo de administracéo)
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h-presenca de outras pessoas no domicilio com diarréia (caracteristicas das fezes e

episodios)

i- Outras observacdes
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ANEXO V — Inquérito epidemioldgico das criancas ate  ndidas nos Setores de
Pronto Socorro e Pronto Atendimento do Hospital de Clinicas da Universidade

Federal de Uberlandia.

1-Historico Clinico do Paciente (periodo em que foi atendido ou hospitalizado:
evolucdo do quadro clinico, prescricdo utilizada e resposta do paciente a
determinadas drogas, exames solicitados).

2-ldade e sexo.

3-Episodios de diarréia anterior (curso da doenca).

4-Quadro de vermifugacdo (medicamento utilizado, validade do produto, tempo e
intervalo de administracdo, dose utilizada).

5-Apresenta sintomatologia clinica como paralisia ou fadiga muscular e dor.

6-Periodo em que os sinais se manifestaram.

7-Contato com animais confinados sem/com acesso a rua, tipo de contato,
procedéncia dos animais.

8-Alimentacgao (origem do produto, tempo e local de estocagem, tipo de consumo).

9-Moradia (saneamento basico, localizagcdo préoxima a depdsito de lixo ou de restos
de animais).



