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RESUMO

A cistite € a afecgao do trato urinario inferior mais comum em céaes e
ocorre quando o microrganismo € muito virulento ou ha falhas nos mecanismos
de defesa do hospedeiro. Sua persisténcia ou recorréncia pode ser causada pela
formagdo de biofilmes, que sdo agregagbes de microrganismos com uma
arquitetura definida e metabolismo alterado, com melhorar comunicagao de
célula a célula, e capazes de evadir a resposta imunologica do hospedeiro e dos
efeitos dos antimicrobianos. O objetivo dessa pesquisa foi conhecer o perfil de
bactérias oriundas de amostras de urina de cdes com cistite e analisar a
susceptibilidade aos antimicrobianos, além de verificar se essas produzem
biofiime. Para a metodologia, avaliou-se 36 amostras de urina de caes com
suspeita de cistite. As bactérias foram isoladas por meio de inoculagdo por
técnica de esgotamento em estrias feitas em Agar Sangue, MacConkey e Cled,
e identificadas através de coloracdo de Gram e provas bioquimicas. Para
determinar a suscetibilidade a antimicrobianos utilizou-se o método de difusdo
em disco em placas de Mueller Hinton. A produgao de biofilme foi verificada pelo
cultivo em Agar Vermelho Congo e pelo teste confirmatério de microplacas com
o corante cristal violeta. Das 36 amostras, 23 apresentaram crescimento
bacteriano e as bactérias isoladas com maior frequéncia foram Escherichia coli
(29.8%), Staphylococcus spp. (21.6%), Proteus mirabilis (18,9%) e Enterococcus
spp- (13.5%). Os isolados de E. coli apresentaram 81, 8% de sensibilidade a
ceftriaxona e gentamicina, enquanto para cefalotina houve 72,7% de resisténcia.
Staphylococcus spp. demonstram alta resisténcia a duas das principais drogas
de eleicao para o tratamento de cistite, ampicilina e sulfametoxazol+trimetropim.
Em relagdo a P. mirabilis, notou-se alta sensibilidade a todos os antibidticos
testados. Todos os isolados de Enterococcus spp. apresentaram resisténcia a
sulfametoxazol+trimetropim e a clindamicina. Ao menos um isolado de cada
patdgeno identificado no presente estudo demonstrou habilidade de formar
biofilme in vitro, destacando-se E. coli, Staphylococcus spp. e Enterococcus spp.
Torna-se importante a adocao de medidas profilaticas com o intuito de evitar a

infeccao do trato urinario e a resisténcia a antimicrobianos.

Palavras chave: Urinario, Antimicrobiano, Bactérias sésseis, E. coli



1 - INTRODUGAO

O sistema urinario tem um importante papel no organismo animal por ser
capaz de excretar produtos residuais e manter o equilibrio eletrolitico. Qualquer
patologia nesse sistema pode causar disturbio metabdlicos e transtornos de
fluidos, eletrdlitos e de equilibrio acido-basico (DINESH et al., 2015). Apesar
disso, o trato urinario inferior de caes e gatos é frequentemente afetado por
doengas, sendo a cistite (doenga infecciosa e/ou inflamatdria da vesicula
urinaria) bacteriana a mais comum (40%) (LULICH et al., 2008).

As bactérias mais frequentes isoladas em urina de caes com infec¢cao do
trato urinario (ITU) sdo as Gram positivas Streptococcus spp. e Staphylococcus

spp e as Gram negativas Escherichia coli, Proteus mirabilis, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp. (BARSANTI, 2006).

A persisténcia ou recorréncia de ITU pode ser causada pela formacao de
biofilmes, que séo caracterizados pela adesao de bactérias tanto em superficie
inanimada quanto em bidtica, sdo espacialmente e metabolicamente

organizados em sociedades incorporadas em matrizes de constituicoes
poliméricas extracelulares (NIKOLAEV; PLAKUNOV, 2007), formando uma rede
gelatinosa que retém e protege estes microrganismos. Esse mecanismo pode
ser explicado como uma tatica de sobrevivéncia em ambientes com condi¢cdes
desfavoraveis (COSTERTON et al., 1999).

Acredita-se que esse trabalho € o primeiro na detecgdo de bactérias
formadoras de biofilme em urina proveniente de cdes com cistite. Porém, um
estudo conduzido por Tabasi et al. (2015) realizado em humanos, avaliou-se 156
amostras de urina derivadas de casos sintomaticos e assintomaticos de infecgao
do trato urinario, causadas por Escherichia coli. Foi constatado que houve
formagao de biofilme em 133 (85,3%) dos casos e que ha relagao positiva entre
a formacao de biofilme em infec¢des urinarias causadas por E. coli isoladas de
pacientes com cistite aguda e infec¢ao do trato urinario recorrente.

Infecgbes bacterianas do trato urinario inferior, como as cistites, séo
especialmente preocupantes quando ha formacao de biofilmes pois, quando as
bactérias estdo nesse formato, ocorre maior resisténcia aos efeitos de agentes
antimicrobianos se comparadas as células planctbénicas das mesmas espécies.

Isso pode ser causado por demora na penetragao de antimicrobianos na matriz



dos biofilmes, pelo diferente percentual de multiplicagcdo dos organismos nesse
estado, por alteragbes fisioldgicas decorrentes do crescimento do biofilme
incluindo as células persistentes, além da matriz exopolisacaridica que atua
como barreira contra os antimicrobianos (MELO, 2008).

Considerando-se que ja foi vista a presenca de formacéo de biofilme em
infecgbes do trato urinario de humanos, que nao foram encontrados estudos
nesse sentido na area de medicina veterinaria e a importancia de um sistema
urinario integro, € bastante relevante a comprovacgao cientifica da ocorréncia da
formagao de biofilmes em amostras provenientes de pequenos animais.

Ademais, levando em consideragdo que as bactérias nesse estado tém
alta resisténcia a antimicrobianos, € fundamental se conhecer quais antibiéticos

tem maior eficacia no tratamento dessas infecgdes.

2—- OBJETIVOS

Conhecer o perfil de bactérias oriundas de amostras de urina de cades com
cistite e analisar a susceptibilidade aos antimicrobianos, além de verificar se

essas produzem biofilme.

3- REVISAO DE LITERATURA
Cistite

Caes e gatos domésticos sdo constantemente acometidos por doencgas
que atingem o trato urinario inferior, que é responsavel pelo armazenamento e
liberagao periddica de urina. As doengas mais frequentes nesse trato séo cistite
bacteriana (40%), incontinéncia urinaria (24%) e urolitiase (18%) (LULICH et al.,
2008).

A ITU causada por bactérias em caes acomete, em primeiro lugar, fémeas
castradas, seguido por machos castrados, fémeas intactas e, apenas
ocasionalmente, machos intactos. Acredita-se que em algum momento de suas
vidas, 14% dos caes sejam acometidos por essa doenga (BARSANTI, 2006).

A colonizacdo do trato urinario inferior por bactérias ocorre quando o

microrganismo é muito virulento ou quando ha falhas nos mecanismos de defesa



do hospedeiro por alteragbes funcionais ou anatémicas. Dos rins até a metade
proximal da uretra, o trato urinario normal é estéril, a partir dai, existem
microrganismos que habitam a microbiota da genitalia, que, ocasionalmente
podem estar envolvidos na ITU. Entretanto, em grande parte das infecgdes, as
bactérias provenientes do intestino ou da pele ascendem pela uretra e invadem
a vesicula urinaria, podendo alcangcar os rins e ocasionar Dpielonefrite
(BARSANTI, 2006; SENIOR, 2011).

O esvaziamento regular da bexiga causada pelo fluxo urinario normal
combate poderosamente as infecgdes de trato urinario, pois leva a expulsao de
95% das bactérias presentes e ndo aderidas na uretra distal, evitando sua
ascensao, devido a elevada pressido no interior da uretra e suas contragdes
espontaneas. Em machos esse mecanismo € potencializado pela acgao
bactericida das secregdes prostaticas. Assim, afecgdes que alterem a
periodicidade urinaria ou aumentem o volume residual de urina na vesicula
urinaria geram predisposigao a infecgdes (SENIOR, 2011).

Apesar da proximidade com o anus e o potencial para contaminacéo fecal,
o sistema urinario tem capacidade de evitar infecgdes através de alguns
mecanismos como sistema imunoldégico das mucosas, propriedades
antibacterianas da urina, estrutura anatémica especifica e imunocompeténcia
sistémica (SEGUIN et al., 2003).

Quando esses mecanismos falham e ha a infecgdo bacteriana da vesicula
urinaria, necessita-se fazer antibidticoterapia mediante os resultados da
urocultura e antibiograma, sendo que dentre os antibidticos de elei¢cao utilizados
para o tratamento dessa afecgdo pode-se citar penicilinas, sulfa-trimetoprim,

cefalosporinas, gentamicina e enrofloxacina.

Biofilme

O principio da sobrevivéncia como mecanismo de adaptacao as pressoes
do ambiente fomentou o desenvolvimento de uma estratégia de crescimento
através da formacado de biofilme, permitindo a constru¢do de uma coesa e
robusta comunidade de células com forte comunicacao intercelular (GOMES,
2016).
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A bactéria pode ser encontrada em dois estados no ambiente, planctonica
(flutuante) para proliferagdo ou seéssil (imével) para persisténcia. Os
microrganismos sésseis constituem o biofilme através da producdo da matriz
com polimero orgéanico e hidratado. Esse artificio tem como objetivo a defesa
contra adversidades provindas do ambiente externo (alteracdo de pH,
temperatura, nutrientes, acdo de agentes fisicos e quimicos), de resposta imune
inata e adquirida e da agao de antibioticos dentro do organismo (CLUTTERBUCK
et al.,, 2007). Desse modo, sdao capazes de exibir um fenétipo diferente do
expresso pelas células plancténicas, quando se trata da taxa de crescimento e
da transcricdo de genes que promovem a resisténcia do biofilme (DONLAN;
COSTERTON, 2002).

Com a formagdo de um biofilme, as bactérias conseguem alterar seu
metabolismo e melhorar a comunicagdo célula a célula, além de evadir a
resposta imunoldgica do hospedeiro e dos efeitos dos antimicrobianos por meio
do metabolismo isolado juntamente com a protegéo fisica e quimica da matriz do
biofilme (SINGH et al., 2013).

Os biofilmes mais comuns na natureza sao compostos por duas ou mais
espécies bacterianas. Quando colonizam, elas podem restringir ou estimular a
diversidade de um biofilme, devido a fatores como competigcdo por nutrientes,
acumulagcdo de metabdlitos nocivos ou fornecimento de substdncias que
promovam a ligagao de outras espécies (IST, 2008).

Pilares cilindricos, com formato de cogumelo, permitem o maximo de
absorgao de nutrientes do ambiente e o minimo de desperdicio, sustentando
toda a estrutura do biofilme. Devido a probabilidade de exterminio e nao
maturacdo do biofilme aumentar quando ha grande quantidade de bactérias,
para sua rapida prote¢ao, e no intuito de ser mais patogénica e regular mais
satisfatoriamente a densidade populacional - por meio de sinalizacdo quimica -,
o desenvolvimento do biofilme comega com poucas bactérias (CLUTTERBUCK
et al., 2007).

A adesédo das bactérias sésseis sobre a superficie de formacao € auxiliada
pela excregcdo microbiana de uma matriz de exopolissacarideos, também
chamada de glicocalix. Microcolénias e canais de agua entre as mesmas sao
formadas neste microambiente. Um sistema circulatério ancestral, no qual

nutrientes sao trazidos para o interior e produtos toxicos sao expelidos tem sido
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correlacionado a este sistema de irrigacdo em volta das microcol6nias (JAY,
2005).

Na medicina veterinaria, a presenca de biofilme pode ser vista em otite
canina, como relatado em um trabalho realizado por Pye et al. (2013), onde em
83 isolados de otitie canina produzida por Pseudomonas aeruginosa, 40%
apresentaram producao de biofilme. Também €& descrita a formacéo de biofilme
em mastite bovina, como verificado por Melo (2008), onde 95 estirpes
Staphylococcus aureus provenientes do leite de vacas com mastite subclinica
foram testadas e, 85% das estirpes foram capazes de produzir biofilmes invitro.
Em relagdo a amostras de frangos abatidos, ha estudos comprovando a
presenga de biofilme produzido por Salmonella (OLIVEIRA, 2011).

Nao é possivel dizer que todos os ambientes apresentam adesao
microbiana, ja que a habilidade de formar biofilme ndo é expressa por todas as
bactérias. Assim, €& indispensavel conhecer sobre a presenga de
microrganismos produtores de biofilme em ambientes e animais doentes, ja que
o aparecimento desse fendtipo € uma forma de resisténcia e persisténcia da

doenca.
Resisténcia a antimicrobianos e biofilme

Uma questdo complexa e causadora de grande preocupacdo para a
comunidade médica e veterinaria, envolvendo diversas espécies bacterianas,
seus mecanismos de defesa e transferéncia desta caracteristica a outras
bactérias é a resisténcia aos antibiéticos, causa conhecida de insucesso no
tratamento de varias doencgas, especialmente considerando o aparecimento de
microrganismos multirresistentes (ISHII, 2011). O desenvolvimento da
resisténcia bacteriana é fomentado pelo uso inapropriado dos agentes
antimicrobianos no tratamento de infecgdes em animais domésticos e no
homem, sendo esta pratica alvo de muitas criticas (PEDERSEN et al., 2007;
PALLO-ZIMMERMAN et al., 2010).

A marcante eficiéncia metabdlica dos biofiimes e sua resisténcia
intrinseca a drogas é explicada por um alto nivel de estrutura organizacional e
especializacdo nos biofilmes com varias espécies, pois estas podem se
favorecer mutuamente através da troca de substrato e/ou remogao conjunta de
metabdlitos (MAUKONEN et al.,2003). Isso foi demonstrado por Beaudoin et al.
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(2017), que identificaram um biofilme de Pseudomonas aeruginosa clinica, com
arquitetura diferente na presenga de exoprodutos secretados por
Staphylococcus aureus e comprovaram que esse mecanismo foi responsavel
pela resisténcia a tobramicina,

Diversas hipdteses buscam explicar um incremento da resisténcia
em bactérias formadoras de biofilme, dentre as quais podemos citar: baixa
penetracdo do antibidtico; inativacdo do antimicrobiano por polimeros ou
enzimas extracelulares; baixa taxa de multiplicagdo bacteriana na evolugao do
biofilme, seja pela limitagdo de nutrientes ou em resposta ao estresse principiado
pela formacdo do biofilme, levando a ineficiéncia do farmaco; inducdo de
fendtipos mais resistentes, alguns caracterizados por bomba de efluxo e
mudanga da constituicdo da membrana proteica, outros induzidos ndo em
resposta a limitagdo nutritiva, mas respondendo ao crescimento em biofilme
(GOMES, 2016).

4 - METODOLOGIA

Foram avaliadas em um periodo de quatro meses, de acordo com a
casuistica, 36 amostras de urina de caes de diferentes racas, sexo e idade que
estavam com infecgdo da bexiga urinaria (cistite), coletadas por cistocentese
guiada por ultrassom, provenientes do Hospital Veterinario da Universidade
Federal de Uberlandia (UFU) do municipio de Uberlandia, estado de Minas
Gerais. As analises mencionadas a seguir ocorreram no Laboratorio de Doengas
Infectocontagiosas da UFU.

As bactérias foram isoladas e identificadas de acordo com métodos
descritos por Quinn et al. (2005). O isolamento ocorreu por meio de inoculagéo
por técnica de esgotamento em estrias feitas em agar sangue, MacConkey e
Cled, seguidas de incubacéao por 24 a 48 horas. A identificagao definitiva de um
potencial patégeno foi feita por meio de subcultura de uma coldnia isolada para
obter um crescimento puro. A partir deste, foi feita preparacdo microscopica
corada pelo métodos de Gram e observadas ao microscoépio 6ptico, além de
testes bioquimicos como os de vermelho de fenol, lisina, citrato, fenil alanina,

ureia, H2S, motilidade e indol, utilizados para bactérias Gram negativas.
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ApoOs a identificagdo, as bactérias foram submetidas a teste de
suscetibilidade a antimicrobianos pelo método de difusdo em disco, utilizando
placas de Agar Miieller Hinton (OLIVEIRA, 2000). Os testes foram realizados
frente aos antimicrobianos: amoxicilina com acido clavulanico (AMC), ampicilina
(AMP), ceftriaxona (CRO), ciprofloxacina (CIP), clindamicina (CLI), cefazolina
(CFZ2), cefalotina (CFL), eritromicina (ERI), gentamicina (GEN), norfloxacina
(NOR), sulfametoxazol+trimetropim (SUT). Sendo que, cefalotina e cefazolina
foram usados apenas para bactérias Gram negativas e clindamicina e

eritromicina foram usados apenas para bactérias Gram positivas.

A producéo de biofilme foi verificada pelo cultivo em Agar Vermelho Congo
(CRA) [0,8 g de corante vermelho congo (Vetec) e 50g de sacarose (Himedia)
para 1 Lt de Agar Brain Heart Infusion (Himedia)]. Para isso, as placas de Agar
Vermelho Congo foram inoculadas e incubadas a 37°C por 24 horas, seguido
por uma incubacdo a temperatura ambiente por 48 horas. A produgcdo de
coloénias rugosas e negras foram utilizadas para distinguir de cepas nao
produtoras de biofilme, que apresentaram col6nias lisas e vermelhas (FREEMAN
et al., 1989).

A habilidade de produzir biofilme in vitro foi verificada pelo teste de
microplacas com o corante cristal violeta, de acordo com o método citado por
Cucarella et al. (2004), com pequenas modificagdes descritas abaixo.

As bactérias foram cultivadas individualmente, por uma noite em
BHI (Brain Heart Infusion) a 37°C. Posteriormente, as células em suspencao
foram inoculadas em microplacas de poliestireno estéreis com 96 pocos em
fundo plano, diluidas em 1:200 em TSB, contendo 0,25% de glicose (Synth) e
incubadas por 24 horas a 37°C com 100 rpm de agitagao e renovagcao do meio
apos 12 horas.

Os pocos foram lavados 3 vezes com 200uL de Tampao Fosfato Salina
(PBS), estéril (PBS, pH-7,4) e logo apds foi adicionado 200uL metanol para
fixacdo e deixados em estufa com temperatura de 37°C e permaneceram até a
secagem da placa, aproximadamente 30 minutos. Adicionou-se, entdo, 200uL
de cristal violeta a 1% por cinco minutos. Em seguida, as placas foram lavadas
com agua destilada e, quando estavam secas, adicionou-se 200uL de acido
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acético (Isofar) a 33%, para que fosse realizada a leitura a 492nm no leitor de
ELISA (Thermo Scientific, Multiskan go).

Pogos néo inoculados contendo TSB com glicose serviram como branco.
Cada estirpe para produgao de biofilme foi testada em ftriplicata e o teste foi
repetido 2 vezes, sendo consideradas produtoras de biofilmes estirpes com
absorbancia medidas maior que 0,1 (MACK et al., 2000).

Este projeto foi aprovado pela Comissao de Etica na Utilizagéo de Animais
(CEUA) da Universidade Federal de Uberlandia (UFU) com protocolo 036/17.

5- RESULTADO E DISCUSSAO

Do total de 36 amostras de urina coletadas com suspeita de cistite, 23
(62,2%) efetivamente apresentaram crescimento bacteriano, sendo que 19
(82,6%) eram de fémeas e 4 (17,4%) de machos. Parece haver um consenso de
gue machos sao acometidos com menor frequéncia por cistite bacteriana do que
fémeas (OSBORNE; STEVENS, 1999; SEGUIN et al., 2003). A causa mais
provavel para esse fato € atribuida a uretra da fémea ser curta e haver grande
proximidade entre anus e vulva (VASCONCELLOS, 2012) e em machos haver
secrecgdes prostaticas com agao bactericida (SENIOR, 2011).

Nessas amostras, foram encontradas culturas multiplas e unicas, onde
encontrou-se um total de 37 isolados. Observou-se que as bactérias encontrados
com maior frequéncia foram Escherichia coli (11/37) sendo 29,8% do total,
Staphylococcus spp. (8/37), aparecendo em 21,6% dos isolados, Proteus
mirabillis (7/37) com porcentagem de 18,9 e Enterococcus spp. (5/37) com
frequéncia de 13,5%. Outras bactérias encontradas foram Kilebsiella spp.,
Streptococcus spp. e Enterobacter aerogenes. Esse resultado se assemelha ao
estudo ja citado, de Barsanti (2006), diferenciando apenas pelo fato de no
presente trabalho ter sido encontrado Enterococcus spp. € nao ter havido
isolamento de Pseudomonas aeruginosa.

De modo geral, a E. coli é a principal bactéria encontrada em infec¢des
urinarias (NARCISO et al., 2011). Segundo Trabulsi e Alterthun (2009), a E. coli
extra-intestinal (UPEC) possui adesinas que possibilitam a adesao e invasao nas
células do trato urinario, sendo um dos principais fatores de viruléncia. As

adesinas mais encontradas nas amostras de UPEC séao as fimbrias tipo 1, que
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também foram descobertas em varios membros da familia Enterobacteriaceae
(TRABULSI; ALTERTHUN, 2009).

Em relagao a susceptibilidade a antimicrobianos, na Tabela 1 observa-se
que Staphylococcus spp. apresentaram alta sensibilidade (>50% das bactérias
testadas) a maioria dos antibidticos testados, porém para AMP e SUT,
apresentaram resisténcia de 100% e 75%, respectivamente. Destaca-se que
AMP e SUT sao drogas de eleigdo para o tratamento de cistites causadas por
essa bactéria (CRIVELLENTI; CRIVELLENTI, 2015). Todas as amostras de
Enterococcus spp. testadas foram resistentes a CLI e SUT, e todas foram
sensiveis para AMC. Quanto a E. coli, 81, 8% apresentaram sensibilidade a
ceftriaxona e gentamicina, enquanto para cefalotina houve 72,7% de resisténcia.
P. mirabilis apresentou alta sensibilidade a todos os antibiéticos testados. O perfil
de susceptibilidade para as demais bactérias nao foi analisado, pois representou
menos que 10% do total de bactérias isoladas.

A alta resisténcia apresentada até mesmo para antibiéticos de eleicdo em
alguns casos, provavelmente se deve ao fato destes principios ativos serem
amplamente utilizados na pratica clinica. O emprego continuo de determinadas
drogas resulta em resisténcia ao longo do tempo por exercer uma pressao
seletiva, o que torna os animais de companhia reservatorios de bactérias
resistentes (CARVALHO et al., 2014).

Apesar disso, deve-se lembrar que os animais com cistite podem estar
acometidos por outras doencgas que debilitam o sistema imune e o impedem de
reagir contra o microrganismo. Com isso, mesmo um microrganismo sensivel ao
antimicrobiano (in vitro) pode ter condi¢bes favoraveis para resistir ao mesmo.

Entretanto, a urocultura e respectivos antibiogramas proveniente de
animais com suspeita de ITU, proporcionam dados relevantes para o
conhecimento de varios agentes importantes no nosso meio e as informacgdes a
respeito do perfil de susceptibilidade necessario para prescrever um tratamento
adequado. Além disso, evidenciam a relevancia do médico veterinario na
prevencao e controle de cistites afim de reduzir a disseminacao de resisténcia

bacteriana e seu impacto na saude dos animais.
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Tabela 1 - Porcentagem de sensibilidade e resisténcia a antibidticos utilizados em bactérias isoladas
de urina proveniente de caes com cistite

Bactérias  Staphylococcus spp. Enterococcus spp. E.coli P. mirabilis
Antibidtico gt R2 gt R2 gt R2 gt R2
AMC 100 0 100 0 54.5 18.2 85.7 0
AMP 0 100 80 20 54.5 455 71.4 33.3
CFL 18.2 72.7 71.4 16.7
CFz 54.5 45.5 85.7 16.7
CRO 87.5 12.5 0 60 81.8 18.2 100 0
CIP 62.5 25 40 60 455 36.4 100 0
CLI 87.5 12.5 0 100

ERI 75 12.5 0 40

GEN 75 25 20 20 81.8 9.1 71.4 33.3
NOR 87.5 12.5 20 60 72.7 27.3 100 0
SUT 25 75 0 100 45.5 45.5 85.7 16.7

S': Sensivel e RZResistente Observacao: Resultados intermediarios ndo foram contabilizados

Na Tabela 2, é possivel observar a quantidade de bactérias formadoras
de biofilme. Dos 37 isolados no total, 25 (67,6%) formaram biofilme em Agar
Vermelho Congo, o que é demonstrado na Figura 1, onde ha col6nias rugosas e
negras. As colbnias lisas e vermelhas demonstram a ndo formacédo desse
mecanismo. Em relagdo ao teste de microplacas com corante cristal violeta,

observa-se que 21 (56,8%) das bactérias formaram biofilme (Figura 2).
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Tabela 2 - Distribuicéo de isolados bacterianos de urina de caes com cistite e avaliagdo da
formacdo de biofilme em Agar Vermelho Congo e Teste de microplacas com corante cristal
violeta

Formadoras de biofilme

Vermelho Teste de microplacas

Bactérias N % .
Congo com corante cristal
violeta
N % N %
Escherichia coli 11 29.8 7 28 5 23.8
Staphylococcus spp. 8 21.6 7 28 6 28.6
Proteus mirabilis 7 18.9 1 4 1 4.8
Enterococcus spp. 5 13.5 5 20 4 19.0
Klebsiella spp. 3 8.1 2 8 2 9.5
Streptococcus spp. 2 54 2 8 2 9.5
Enterobacter 1 2.7 1 4 1 4.8
aerogenes

Total de isolados 37 100 25 100 21 100

Figura 1 - A: E. coli oriunda de urina de cdes com cistite, formadora de biofilme, apresentando
colbnias rugosas e negras em Agar Vermelho Congo. B: P. mirabilis oriunda de urina de caes
com cistite, ndo formadora de biofilme, apresentando col6nias lisas e vermelhas

T
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Figura 2 - Teste de microplacas de 96 pogcos com corante cristal violeta realizado com bactérias
oriundas de urina de caes com cistite e executado com comprimento de onda de 492nm no leitor
de ELISA

—

A investigagao desse trabalho mostrou que houve alto indice (>50% das
bactérias isoladas) de bactérias capazes de formar biofilme in vitro o que pode
ser indicativo que estas poderiam ja estar produzindo in vivo, promovendo defesa
e resisténcia contra o sistema imune e antimicrobianos.

Outros estudos corroboram esse resultado, como o de Singh et al.
(2013) que mostraram que 96% dos isolados clinicos de caes colonizados por
Staphylococcus pseudointermedius apresentaram produgao de biofilme forte ou
moderada in vitro. Niveditha et al. (2012) conduziram um estudo no qual
isolaram e avaliaram a formacgéao de biofilmes por uropatégenos provenientes de
amostras de urina de pacientes humanos com infeccdes do trato urinario
associadas ao uso de cateter. Eles concluiram que a E. coli foi a bactéria isolada
com maior frequéncia e que 60% das bactérias encontradas foram positivas para
a formacéo de biofilme.

A alta incidéncia de formacéao de biofilme pode ser causada pela grande
capacidade de aderéncia da célula nesse estado, ja que eles sao formados por
bactérias que sao aderidas a qualquer superficie por meio de uma matriz de
polimeros organicos. Ou seja, sdo depdsitos nos quais 0s microrganismos se
fixam firmemente a superficie por meio de filamentos de natureza protéica ou
polissacaridica (glicocalice). Existem diversos polissacarideos que compdem a

camada do biofilme, porém um denominado polissacarideo capsular/adesina
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(PS/A) possui alto peso molecular, assume a mesma fungdo da capsula
bacteriana, auxilia no primeiro passo da adesado primaria (acompanhada da
proliferagdo das células em agrupamentos de multicamadas), e protege as
bactérias das defesas do hospedeiro e da fagocitose (MELO,2008).

Deve-se lembrar que em condicdes normais de atuacdo do sistema
imune, o microrganismo pode ser combatido a ponto de nao formar biofilme. Por
outro lado, os animais desse estudo estavam com cistite, ou seja, ja havia uma
infeccdo instalada. Acredita-se que 0 microrganismo nas condi¢gdes de
adversidade in vivo, devido a inflamacéo, estava usando todo seu potencial para
se defender (pili, fimbrias, adesinas, produgao de toxinas, hemolisina, formagéo

de biofilmes etc).

6- CONCLUSAO

As bactérias isoladas com maior frequéncia em urina de caes com cistite
deste estudo foram E. coli, Staphylococcus spp., P. mirabilis e Enterococcus. Os
isolados de E. coli apresentaram 72,7% de resisténcia para cefalotina.
Staphylococcus spp. demonstram alta resisténcia a duas das principais drogas
de eleicdo para o tratamento de cistite, ampicilina e sulfametoxazol+trimetropim.
Em relagdo a P. mirabilis, notou-se alta sensibilidade a todos os antibidticos
testados. Todos os isolados de Enterococcus spp. apresentaram resisténcia a
sulfametoxazol+trimetropim e a clindamicina.

Bactérias envolvidas em casos de cistite em caes formaram biofilmes in
vitro, destacando-se E. coli, Staphylococcus spp. € Enterococcus spp. como as
bactérias que mais formaram biofilme in vitro.

O médico veterinario clinico deve considerar as diferengas individuais sem
esquecer as inter-relagbes entre hospedeiro-bactéria para ter uma terapéutica
de sucesso.
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