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RESUMO

A resisténcia antimicrobiana (RAM) representa uma ameaca global crescente,
entretanto, o papel dos animais domeésticos nessa problemética € uma discusséo
recente. Dentro desse contexto, este estudo teve como objetivo principal de investigar
a colonizacao intestinal por bacilos gram-negativos multirresistentes e Enterococcus
sSpp. resistentes a vancomicina, a partir de swabs retais de cédes acolhidos em abrigo
do municipio de Florian6polis-SC, e identificar fatores de risco e elaborar medidas
para evitar a colonizac&o por essas bactérias. Foram coletadas 148 amostras, em que
2 Escherichia coli produtoras de ESBL, um Enterococcus faecalis e um Enterococcus
casseliflavus com resisténcia a vancomicina, 2 Pseudomonas aeruginosa e uma
Pseudomonas putida, sendo essa resistente tanto a meropenem quanto a imipenem,
entretanto nenhuma carbapenemase foi detectada. Isolamento foi feito a partir de uma
pressao inicial com ceftriaxona 2 mg/L para as gram-negativas e vanocomicina 2,5
mg/L para Enterococcus spp em caldo BHI, posteriormente semeadas em agar
cromogénico com disco de ertapenem 10 pug e em agar bileesculina com disco de
vancomicina 5ug. Identificados por diferentes testes conforme caracteristicas
macroscopicas (fermentador de glicose e nao fermentador de glicose), os que néao foi
possivel identificar e os Enterococcus spp. foram identificados pelo Vitek-2. Assim,
realizados testes para identificacdo de perfis de resisténcia. Com base nos dados
coletado, identificou-se 0 acesso a area externa como uma possivel condicdo que
favoreca a colonizacdo por bactérias resistentes aos antimicrobianos nos animais
avaliados. Ja a alimentacdo e o uso de antimicrobianos nos ultimos 6 meses foi

descartada visto o histérico dos animais coletados e alguns estudos ja publicados.

Palavras-chave: resisténcia antimicrobiana; caes; betalactamicos; bacilos gram-

negativos; Enterococcus spp; vancomicina



ABSTRACT

Antimicrobial resistance (AMR) poses an increasing global threat; however, the role of
domestic animals in this issue has only recently become a topic of discussion. Within
this context, this study aimed to primarily investigate the intestinal colonization by
multidrug-resistant gram-negative bacilli and vancomycin-resistant Enterococcus spp.
from rectal swabs of sheltered dogs in the municipality of Floriandpolis-SC.
Additionally, the study aimed to identify risk factors and develop measures to prevent
colonization by these bacteria. A total of 148 samples were collected, resulting in the
isolation of 2 ESBL-producing Escherichia coli, one Enterococcus faecalis, and one
Enterococcus casseliflavus resistant to vancomycin, along with 2 Pseudomonas
aeruginosa and one Pseudomonas putida, the latter being resistant to both
meropenem and imipenem, although no carbapenemase was detected. Isolation was
performed initially using a pressure of 2 mg/L ceftriaxone for gram-negatives and 2.5
mg/L vancomycin for Enterococcus spp. in BHI broth, followed by seeding on
chromogenic agar with 10 pg ertapenem disk and bile esculin agar with 5ug
vancomycin disk. Identification was carried out using various tests based on
macroscopic characteristics (glucose fermenter and non-fermenter), with those
unidentified and Enterococcus spp. being identified via Vitek-2. Subsequently, tests
were conducted to determine resistance profiles. Based on the collected data, access
to outdoor areas was identified as a possible condition favoring colonization by
antimicrobial-resistant bacteria in the evaluated animals. Conversely, feeding habits
and antimicrobial use within the last 6 months were ruled out based on the history of

the collected animals and some previously published studies.

Keywords: antimicrobial resistance; dogs; beta-lactams; gram-negative bacilli;

Enterococcus spp; vancomycin
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1 INTRODUCAO

A descoberta dos antimicrobianos se deu logo no inicio do século XX, em
1904, tendo a arsfenamina como um primeiro representante, para o tratamento da
sifilis. Ja em 1935, foi descoberta a acédo antimicrobiana da sulfa, contudo, o seu uso
abusivo acarretou nas primeiras resisténcias aos antimicrobianos conhecidas
(AMINOV, 2010). A penicilina foi, de fato, o que mudou o rumo da medicina, visto que
a partir dela, pesquisadores como Howard Florey e Ernst Boris se interessaram na
sua acao antimicrobiana e desenvolveram uma forma de producédo em larga escala,
podendo fornecer um tratamento pleno aos pacientes. Além disso, a descoberta da
estrutura basica (anel betalactamico) por Dorothy Hodgkin permitiu que,
posteriormente, novas classes de farmacos pudessem ser criadas, para driblar os
mecanismos de resisténcia das bactérias ou melhorar a forma de acdo conforme
melhor entendimento da estrutura bacteriana (KYLE; STEENSMA; SHAMPO, 2015;
HUTCHINGS; TRUMAN; WILKINSON, 2019).

Contudo, a exposicdo do microrganismo ao farmaco exerce uma pressao
seletiva sobre as bactérias, acarretando na disseminacdo da resisténcia entre os
microrganismos. O processo ocorre pela presenca de um antimicrobiano que inibe a
atividade de cepas sensiveis e mantém as cepas resistentes, por consequéncia, a
reproducao das mesmas. Além disto, ocorre a transmissdo de genes de resisténcia
entre as outras bactérias que colonizam o sitio, levando a uma geracao de bactérias
resistentes sem passar pela exposicdo direta aos farmacos (ANTUNES, 2022;
MCEWEN; COLLIGNON, 2018; PARELHO; RODRIGUES; GARCIA, 2018).

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é conceituada pela capacidade de um
microrganismo, seja bactéria, fungo, virus ou parasita, de sobreviver a exposicao a
antimicrobianos, ou seja, sofrem alteracbes de modo a sobreviver a exposicdo ao
mesmo (WHO, 2020).

Os impulsionadores da resisténcia antimicrobiana incluem o uso e abuso de
antimicrobianos em setores humanos, animais e ambientais e a disseminacao de
bactérias resistentes e determinantes de resisténcia dentro e entre esses setores. O
uso de antimicrobianos na terapéutica e na agricultura aumenta a selecdo de

resisténcia antimicrobiana e o risco de colonizagao intestinal por bactérias resistentes
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aos antimicrobianos em humanos e animais (BELAS et al., 2020). Nesse
contexto, a resisténcia antimicrobiana torna-se um problema ecolégico caracterizado
por interacdes complexas envolvendo diversas populagdes microbianas que afetam a
saude de humanos, animais e 0 meio ambiente exigindo uma abordagem no conceito
de Saude Unica (MCEWEN; COLLIGNON, 2018).

InfeccBes causadas por organismos resistentes a farmacos estéo associadas
a maior indice de mortalidade, maior tempo de internacéo e de tratamento. Segundo
a OMS (2021), o aumento da resisténcia a farmacos antimicrobianos em patdégenos
gue acometem humanos e animais estd entre as dez principais ameacas que
comprometem a saude global (HAGEL et al., 2013; MURRAY et al., 2022; OMS, 2021).

Ja em 2016 O’neill anunciava que a RAM seria devastadora nos anos de 2050
caso ndo se encontre uma solucao adequada. Além disso, estimou as mortes anuais
por patdgenos resistentes aos antimicrobianos, que na época eram de cerca de 700
mil, em 2019 passaram para 1,27 milhdes, se tornem 10 milhdes em 2050
(Antimicrobial Resistence Collaborators, 2022; O’NEILL, 2016). Esses indices, além
de impactarem nas relagcbes humanas, afetardo a situacdo socioeconomica global
contribuindo para reducdo em 2,0% a 3,5% do Produto Interno Bruto mundial,
resultando no aumento do nimero de pessoas em condicdo de extrema pobreza
(MCLEOD et al., 2019; PACIOS et al., 2020; World Bank, 2017).

Em 2017, a OMS apresentou uma lista de bactérias, que apresentam
resisténcia a diversos antimicrobianos, além da capacidade de transmissao de seus
materiais genéticos, possibilitando o desenvolvimento de resisténcia em outras
espécies bacterianas. Estdo destacadas Acinetobacter baumannii e Pseudomonas
aeruginosa, resistententes a carbapenémicos e a familia Enterobacterales,
representados pela Klebsiella, E. coli, Serratia e Proteus, resistentes a
carbapenémicos e produtoras de ESBL,além de Enterococcus faecium resistente a
vancomicina (OPAS, 2017).

A relacado entre o uso de medicamentos em animais e os efeitos na promocao
de RAM tem sido objeto de embates na esfera politica, sendo o controle do uso desses

medicamentos em animais uma das propostas para o enfrentamento do problema.
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Em animais de producédo, como aves, gado e porcos, a administracdo de
antimicrobianos em baixas doses costuma ser realizada em massa, na propria
alimentacao, agindo como promotores de crescimento, ou seja, um uso preventivo ao
desenvolvimento de doencgas e “garantia” do desenvolvimento do animal. Esta forma
de administracdo, segundo YOU e SILBERGELD (2014), gera um ambiente propicio
para propagacao de bactérias resistentes entre esses animais e, consequentemente
para humanos. Além disso, notou-se que tal pratica levou ao desenvolvimento de
cepas de E. coli resistentes (VAN BOECKEL et al.,, 2015; SILBERGELD, 2014;
XIONG; SUN; ZENG, 2018; YOU, 2014).

Até recentemente, o papel dos animais de companhia nesta problematica foi
negligenciado, com as investigagcdes centradas essencialmente nas populacdes
humanas e nos animais de producdo, destacando as zoonoses transmitidas pela
cadeia alimentar. O recente enfoque dos animais de estimacédo deve-se ao namero
crescente de notificagdes de animais infectados ou colonizados com microrganismos
resistentes a multiplos farmacos, clinica e epidemiologicamente importantes para a
medicina humana, considerando que a maioria das classes de antimicrobianos usados
para tratar infeccbes bacterianas em humanos também sdo usadas em animais
(MCEWEN; COLLIGNON, 2018).

Avaliando alguns comportamentos, comuns em animais dentro e fora de casa,
como higiene perigenital e da pele por lambedura, habito de rolar sobre as fezes e
coprofagia, espera-se que pelos, pele e boca desses animais figuem colonizados por
bactérias intestinais e da superficie corporal. A subsequente contaminacdo de
coabitantes pode ocorrer diretamente por contato pele a pele, contato com saliva ou
fezes, ou indiretamente através do ambiente doméstico (DA COSTA; LOUREIRO;
MATOS, 2013).

A convivéncia préxima do homem com animais de companhia, principalmente
cdes e gatos, cria oportunidades de transmissdo de bactérias resistentes
interespécies, aliado ao fato destes animais também poderem funcionar como
reservatorio de genes de resisténcia (BELAS et al., 2020). Portanto, dimensionar a
magnitude do problema em nosso meio € essencial para implementacdo de
procedimentos de manejo seguro de animais de estimacdo e uso prudente de

antimicrobianos na medicina veterinaria
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1.1 ANTIMICROBIANOS

Os antimicrobianos sdo substancias obtidas a partir de metabdlitos
microbianos ou de estruturas analogas a essas (MITSCHER; LEMKE; GENTRY,
2008). Estes podem apresentar efeito microbicida, quando promovem a inativacdo do
microrganismo, ou microbiostatico quando inibem o crescimento bacteriano
(MADIGAN et al, 2014; MACHADO et al, 2019; DALMOLIN et al. 2022). Os

antimicrobianos podem exercer sua agdo sobre o microrganismo de varias
formas, interferindo na sintese da parede celular, alterando a permeabilidade da
membrana citoplasmatca, promovendo alteracbes na sintese proteica, inibindo a
sintese de &cidos nucleicos e interferindo na replicacdo do cromossomo (MACHADO
et al.,, 2019; DALMOLIN et al. 2022).

Dentre as diversas classes de antimicrobianos, os inibidores da sintese de
parede celular, principalmente os betalactamicos, estdo entre os mais utilizados na
pratica clinica por serem considerados seguros e apresentarem baixo custo
(TEIXEIRA; FIGUEIREDO; FRANCA, 2019).

1.1.1 Inibidores de sintese de parede celular

Betalactamicos

Os antimicrobianos sdo classificados com base em sua estrutura quimica,
sitio de acdo e mecanismo de acdo (CALDERON; SABUNDAYO, 2006). Os
betalactamicos abrangem diversas categorias, como penicilinas, cefalosporinas,
carbapenémicos e monobactamicos, compartilhando caracteristicas estruturais
similares devido a presenca de um anel betalactamico, formando uma amida
ciclica, ou seja, trés carbonos em ligagéo simples, sendo um deles com uma dupla
ligacdo com oxigénio e o nitrogénio ligado ao carbono (figura 3) (BALSALOBRE;
BLANCO; ALARCON, 2019).

Esses farmacos atuam inibindo transpeptidase, enzimas essenciaisl para a
sintese da parede celular bacteriana, e, ao interferir nesse processo, esses

antimicrobianos comprometem a integridade estrutural da parede celular, levando a
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lise celular pela pressdo osmética e aumento permeabilidade e, por
conseguinte, & morte bacteriana bacterianas (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO,
2010).

Assim, as diferentes familias de betalactamicos possuem mecanismos de
acdo semelhantes ao interagirem com as proteinas ligadoras de penicilinas (PBPs),
resultando na desestabilizacdo da parede celular bacteriana (YIP; GERRIETS, 2022).

Figura 1 - Anel betalactamico

R

Fonte: Chemical Entities of Biological Interest (ChEBI)

1.1.1.1 Penicilinas

A penicilina foi a primeira familia de antimicrobianos identificada, com sua
estrutura composta de um anel betalactamico ligado ao anel heterociclico tiazolidina
((CH2)3(NH)S), que altera a estrutura de modo que inibe a ressonéancia entre o
nitrogénio e carbono da carbonila, e abrange diferentes categorias, cada uma com um
espectro de acdo especifico, sendo que cada um desses se difere pela cadeia lateral
(figura 3) (MITSCHER; LEMKE; GENTRY, 2008).

Séo divididas em classes de acordo com as suas estruturas e espectro de
acdo. As penicilinas naturais, como penicilina G e penicilina V, sao
predominantemente efetivas contra bactérias gram-positivas, sendo usadas em
infeccbes por Streptococcus spp. e microrganismos sensiveis. As penicilinas

antiestafilocécicas, como oxacilina e meticilina, foram desenvolvidas para resistir a
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degradacédo por enzimas betalactamases produzidas por Staphylococcus spp., sendo
Uteis contra infec¢des estafilocécicas (MILLER, 2002).

J4, as aminopenicilinas, exemplificadas por ampicilina e amoxicilina, séo de
amplo espectro, atuando contra uma variedade de bactérias gram-positivas e gram-
negativas, e aplicadas em infec¢des do trato respiratério e urinario. Além disso, as
penicilinas de espectro estendido, como as ureidopenicilinas exemplificadas por
piperacilina, possuem amplo espectro de acéo, incluindo atividade contra algumas
cepas de Pseudomonas aeruginosa, sendo empregadas em infec¢gbes hospitalares
(MILLER, 2002).

Figura 2 — Estrutura basica das penicilinas
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Fonte: Adaptado de TOOKE et al, 2019.

1.1.1.2 Cefalosporinas

A familia das cefalosporinas, por sua vez, tem um anel di-hidrotiazinico
dihidrotiazina (anel de seis membros) ligada ao anel betalactamico (figura 3). Essas,
apresentam 4 geracdes que se diferenciam pela ordem de desenvolvimento e
espectro de acdo, que varia conforme a sua cadeia lateral ligada a estrutura basica
PUTAROV; GALEND, 2011).

As de primeira geracdo tem acao principalmente sobre gram-positivos e
alguns gram-negativos como E. coli, Proteus spp e Klebsiela pneumoniae, sendo
representada por cafalexina e cefazolina, por exemplo. Ja as de segunda geragao
possuem espectro direcionados as bactérias gram-negativas devido a resisténcia a
hidrolise enzimatica pelas cefalosporinases produzidas por estas, sendo essa

representada por cefuroxima. A terceira geracgéo, por sua vez, tem agao sobre gram-
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negativos que podem apresentar resisténcia a cefalosporinas de primeira e segunda
geracao, além de uma de suas representantes, ceftazidima, apresentar acdo contra
Pseudomonas aerugionosa. Por ultimo, a quarta geracao, apresenta maior espectro
dentre as cefalosporinas, com acdo sobre gram-negativos, incluindo Pseudomonas e

COCOS gram-positivos.

Figura 3 - Estrutura basica das cefalosporinas
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Fonte: Adaptado de TOOKE et al, 2019.

1.1.1.3 Carbapenémicos

Por fim, os carbapenémicos apresentam uma pirrolina de 5 membros, sendo
essa uma cadeia insaturada ligada a um atomo de carbono do anel betalactamico,
além da presenca de uma cadeia hidroxietila (figura 4). Representada pelo ertapenem,
imipenem e meropenem, tem acdo sobre cocos gram-positivos, bacilos gram-
negativos fermentadores e ndo-fermentadores, anaerdébios gram-positivos e gram-
negativos.

Figura 4 - Estrutura basica dos carbapenémicos
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Fonte: Adaptado de TOOKE et al, 2019.
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1.1.1.4 Monobactamicos

Diferentemente das outras familias de betalactamicos, esses sdo compostos
de um uanico anel betalactamico, sem anéis adicionais, conferindo propriedades
antibacterianas mais simples e especificas. Em contrapartida, por tamanha
simplicidade, o espectro de acdo se mostra mais restrito, empregado contra bactérias
gram-negativas. Esta abordagem especifica torna os monobactamicos uma opc¢ao
valiosa no tratamento de infeccoes, especialmente em casos de resisténcia a outras
classes de antibiéticos (CONSTANT, 52 edicao).

O representante da familia mais amplamente conhecido e utilizado é o

Aztreonam, usado em casos de infec¢des de P. aeruginosa e E. coli.

Figura 5 - Estrutura basica dos monobactamicos
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Fonte: adaptado de WILLIAMS, 1999.

1.1.2 Glicopeptideos

Os glicopeptideos s@o uma classe de antimicrobianos com acdo bactericida
sobre a parede celular de bactérias gram-positivas (JOHNSON; UTTLEY; GEORGE,
1990), desempenhando seu papel inibindo os estagios finais da sintese dessa parede.
Eles agem diretamente no peptideo terminal D-alanil-D-alanina, obstruindo a atividade
das PBPs (proteinas ligadoras de penicilina), o que resulta no comprometimento da
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integridade do envelope celular. Este processo culmina em estresse osmatico e,
eventualmente, no rompimento da célula bacteriana (MADIGAN et al., 2004; RANG &
DALE, unknown edition; SALYERS, 1994; STOGIOS; SAVCHENKO, 2020).

Os exemplos mais comum sdo a vancomicina e a teicoplanina, que atuam de
maneira semelhante na inibicdo dos estagios finais da sintese da parede celular.
Ambos os medicamentos s&o frequentemente utilizados no tratamento de infec¢des
causadas por organismos gram-positivos invasivos resistentes a betalactamicos
(SVETITSKY; LEIBOVICI; PAUL, 2009).

1.1.2.1 Vancomicina

Um glicopeptideo muito comum é a vancomicina. O antimicrobiano €
composto por uma cadeia peptidica de 7 membros, formando um anel triciclico
vancosamina com glicose ligada (figura 7) (BIONDI, Stefano; CHUNGUNOVA, Elena,;

PANUNZIO, Mauro, 2016).

Figura 6 - Estrutura da vancomicina

Fonte: PubChem.

1.2 RESISTENCIA AOS ANTIMICROBIANOS
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As bactérias podem apresentar resisténcia intrinseca aos antimicrobianos, que
se d& pela ocorréncia natural de mecanismos estruturais e/ou funcionais, (BARAN;
KWIATKOWSKA; POTOCK, 2023), ou seja, € uma forma de resisténcia inata
transmitida verticalmente e exibida pelos organismos da mesma espécie. Um exemplo
deste tipo de resisténcia é o das bactérias gram-negativas que séo intrinsecamente
resistentes aos glicopeptideos (MADIGAN et al., 2012).

Em contrapartida, ha também a resisténcia adquirida, mais importante no que
se refere a problematica das resisténcias antimicrobianas, tanto em medicina humana
como veterinaria. Esta resisténcia pode resultar da mutacdo de genes reguladores ou
estruturais, da aquisicao de genes veiculados por elementos genéticos méveis ou pela
combinacdo destes dois mecanismos. A aquisicao de genes de resisténcia ocorre
frequentemente por meio de elementos moveis, como plasmideos, transposons ou
integrons, por processos de conjugacao, transducéo e transformacao. Na conjugacao,
a transferéncia de material genético ocorre por contato direto entre duas células
bacterianas, envolvendo plasmideos ou transposons. Na transducao, a transferéncia
€ mediada por bacteriéfagos que agem como vetores na auséncia de contato direto
entre as células. Na transformacéo, a bactéria capta e incorpora no seu genoma ou
plasmideo os fragmentos livres de DNA provenientes da lise de outra célula
(ANDERSSON; HUGHES, 2017; LERMINIAUX; CAMERON, 2019).

A RAM em uma ampla gama de agentes infecciosos representa uma séria
ameaca a saude humana, animal e ambiental (WHO, 2022). A mesma pode ocorrer
por exposicdo do microrganismo aos antimicrobianos, ainda que em concentracdes
maiores que a indicada para uso terapéutico, porém seguem capazes de se multiplicar
na presenca dos mesmos, pelo desenvolvimento de mecanismos para esquivar da
acdo de tais farmacos (DA COSTA; SILVA JUNIOR, 2017; WORLD HEALTH
ORGANIZATION - WHO, 2020). Essa, expressa os genes mexR, nalB, nalC ou nalD,
gue séo responsaveis pelo aumento da expressao das bombas de efluxo, um dos 3
mecanismos de resisténcia expressos por esta bactéria (PANG et al, 2019).

Como a RAM esta se tornando cada vez mais frequente e compromete o
tratamento convencional, acaba por enfraquecer a medicina moderna colocando em
risco milhdes de vidas, uma vez que as opc¢les terapéuticas para essas infeccdes se

tornam cada vez mais limitadas ou inadequadas (LEPAPE et al., 2020). Paises de
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baixa e média renda, com baixa vigilancia, mostraram-se mais propensos a apresentar
elevadas taxas de RAM quando comparados a paises com alta cobertura de testes
de resisténcia. Segundo dados da OMS, a resisténcia mediana de E.coli a
cefalosporinas de terceira geracéo foi de 42% e 35% de MRSA em paises de baixa e
meédia renda. Em contrapartida, os niveis observados em paises com alta cobertura
de testes de resisténcia, foram significativamente mais baixos, 11% e 6,8%,
respectivamente (GLASS, 2022).

A resisténcia bacteriana se manifesta por quatro mecanismos principais:
ativacdo de mecanismos de efluxo (bombas de efluxo), reducdo da permeabilidade da
membrana externa (pela perda de porinas), modificacdo no alvo de acdo do farmaco
ou a inativacdo do mesmo pela producéo de enzimas (PULINGAN et al., 2022).

As bombas de efluxo sdo transportadores de membrana encontrados em
todas as bactérias desempenhando fun¢cdes como manutencado das concentracdes de
soluto intracelular, eliminacdo de subprodutos toxicos do metabolismo ou transporte
de aminoacidos e nucleotideos, além da resisténcia. Algumas bombas de efluxo sao
especificas, porém outras sdo capazes de eliminar varios compostos, incluindo
detergentes e antimicrobianos de diversas classes (SHARMA; GUPTA; PATHANIA,
2019).

Quando se fala da reducdo da permeabilidade de bactérias, essa esta
relacionada as porinas, que sdo canais ndo especificos na membrana externa
bacteriana que permitem a entrada de substancias hidrofilicas (incluindo moléculas
de antimicrobianos). Quando esses canais perdem suas funcdes ou ocorre repressao
genética que resulta em sua perda, ocorre uma diminuicdo na permeabilidade da
membrana, resultando em resisténcia, sendo que essa pode ser conferida a uma
variedade de agentes antimicrobianos (NIKAIDO; PAGES, 2012).

A modificacdo do alvo de acdo de antimicrobianos refere-se a aquisicéo de
genes que codificam novos produtos ou alvos que conferem resisténcia aos
antimicrobianos. A bacteria que se torna resistente ao antimicorbianos, acarretando na
substituicdo do alvo (MUNITA; ARIAS, 2016.). Como exemplo pode-se citar a
producdo de enzima ligadora de penicilina com baixa afinidade, por espécies de
Staphylococcus. (UDDIN et al., 2021).
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A producdo de enzimas que modificam ou degradam as estruturas quimicas
dos antimicrobianos é o mecanismo de resisténcia mais frequente e importante. Em
bactérias gram-negativas, diferentes tipos de betalactamases tém sido identificadas
como o principal problema no surgimento de resisténcia, podendo conferir resisténcia
as penicilinas, cefalosporinas, cefens, monobactamicos e carbapenénicos,
considerados os principais antimicrobianos no tratamento de infec¢des por bactérias
gram-negativas (BRASIL. ANVISA. AGENCIA NACIONAL DE VIGILANCIA
SANITARIA, 2021).

1.2.1 Betalactamases

Um dos principais mecanismos de resisténcia aos betalactamicos € a
producdo de enzimas betalactamases, que, de um modo geral, agem hidrolisando a
ligacdo amida do anel betalactamico, sendo esse um mecanismo primario de
resisténcia, disseminado em elementos méveis (TOOKE et al., 2019).

Essas enzimas sao divididas em 4 classes, conforme a classificacdo de
Ambler. Na classe A, encontram-se as betalactamases de espectro estreito,
betalactamases de espectro estendido (ESBLs) e um grupo de carbapenemases. Esta
classe é denominada de serina-betalactamase, ou seja, formam um intermediario
enzima-antibiético transitorio que hidrolisam a serina presente na cadeia anel, porém
acabam inibidas pelos inibidores.

As ESBLs séo diferenciadas geneticamente em blactx-m, blatem, e blasnv, que
apresentam diferentes afinidades a ceftazidima e cefotaxima. Podem ser encontradas
principalmente em Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (FERNANDES;
AMADOR; PRUDENCIO, 2013).

As carbapenemases de classe A, identificadas como KPC (Klebsiella
pneumoniae Carbapenemase), apresentando resisténcia a todos os betalactamicos
(penicilinas, cefalosporinas de 12 a 42 geracédo, carbapenémicos e monobactamicos).

Ainda, em se tratando de carbapenemases, existem as conhecidas como
metalo-betalactamases (MBLS), carbapenemases de classe B, que tem zinco no seu

sitio ativo. Estas enzimas apresentam resisténcia as penicilinas, cefalosporinas e
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carbapenémicos, sendo sensivel aos monobactamicos e inibidores de
betalactamases.

As betalactamases da classe C, por sua vez, sao codificadas por genes
presentes, normalmente, no cromossomo bacteriano que podem permanecer
silenciosos, sendo expressos somente na presenca de um indutor. A principal delas é
a cefalosporinase AmpC, que hidrolisa as penicilinas, incluindo os inibidores de
betalactamase tradicionais  (clavulanato, sulbactam e tazobactam), e as
cefalosporinas até a terceira geracdo (TAMMA et al., 2019).

Por fim, a classe D é representada pelas oxacilinases, que que apresenta
grande relevancia a Acinetobacter spp. e Pseudomonas aeruginosa multirresistentes,
com a capacidade de hidrolisar eficientemente os 3-lactamicos do tipo isoxazolil, como
a oxacilina. (JUNE et al., 2014). Essa classificacdo se aplica a uma extensa familia de
enzimas com espectro de inibicdo extremamente variavel que, além de conferirem
resisténcia aos betalactamicos como a oxacilina até cefalosporinas de 42 geracao, ou
carbapenémicos, conferem resisténcia também aos inibidores tradicionais. Deste

modo, existem as chamadas ESBL tipo OXA e as Carbapenemases tipo OXA.

1.2.2 Resistencia a Vancomicina

A resisténcia a vancomicina apresentada pelos Enterococcus spp. esta
relacionada a 5 principais genes que caracterizam o fenétipo de resisténcia, sendo
eles: vanA, vanB, vanC, vanD e vanE (DOS SANTOS; DE PAIVA; ANDRADE, 2022).

O gene vanA leva a codificagdo do peptideo final D-Alanil-D-lactato, ou seja,
modifica o alvo de ligacdo do antimicrobiano que é peptideo D-alanil-D-alanina. Este
mecanismo também se aplica aos genes vanB e vanD, diferenciando-se pela
sensibilidade a teicoplanina e o microrganismo em que Sdo mais prevalentemente
expessos. O gene vanA é mais frequente em E. faecium, sendo esse responsavel pela
resisténcia a vancomicina e teicoplanina. JA& vanB apresenta uma similaridade
genética de 67% com o gene vanA, porém, diferentemente desse, mostra-se sensivel
a teicoplanina, estando mais presente em E. faecalis (MIRZAIE et al, 2022; PHUKAN

et al, 2016; SELIM, 2022).
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O gene vanC, por sua vez, apresenta 3 principais subtipos: vanC1, vanC2 e
vanC3, intrinsecos nas espécies E. gallinarum, E. casseliflavus e E. flavescens,
respectivamente, contudo € um perfil menos frequentemente encontrado em infecgdes
humanas. A resisténcia expressa esta relacionada a producdo de precursores com
terminal d-Ser no local do d-Ala de peptideoglicano com menor afinidade as moléculas
de glicopeptideo, sendo resistente a vancomicina, porém sensivel a teicoplanina
(CETINKAYA; FALK; MAYHALL, 2000; NAVARRO; COURVALIN, 1994).

J&, vanE expressa resisténcia leve a moderada a vancomicina e sensibilidade
a teicoplanina. O mecanismo esté relacionado a formacao de proteina codificada pelo
gene, alterando o aminoacido final do peptideoglicano para D-Alanil-D-Serina,
dificultando a ligacdo da molécula do antimicrobiano ao seu alvo (AHMED, BAPTISTE,
2018; SELIM, 2022).

1.3 O PAPEL DOS ANIMAIS DE ESTIMACAO NA RESISTENCIA
ANTIMICROBIANA

Os animais de estimacao, principalmente cées e gatos, sao considerados no
mundo ocidental como parte integrante das familias e partilham, muitas vezes, o
mesmo espaco (OVERGAAUW et al.,, 2020; TAKASHIMA; DAY, 2014). Segundo
dados do Instituto Pet Brasil, em 2021 foram contabilizados 149,6 milhdes de animais
de estimacdo em nosso pais (INSTITUTO PET BRASIL, 2022). Além de
proporcionarem beneficios relevantes para saude fisica, mental e social dos tutores,
0s animais de estimacdo desempenham ainda outras fungdes relevantes. Podem ser
animais de terapia, onde sao utilizados como coterapeutas em diversos tipos de
tratamentos, ou ainda animais de servico, treinados para auxiliar as pessoas com
diferentes tipos de incapacidades, auxiliar em investigacdes, operacdes de
salvamento e como ferramentas diagnosticas em doengas humanas, principalmente
oncologicas e endocrinas (OVERGAAUW et al., 2020; TAKASHIMA; DAY, 2014).

O desenvolvimento de politicas relacionadas a saude e o bem-estar animal e
0s recentes progressos na medicina veterinaria permitiram melhorar muito a qualidade
de vida dos animais de estimag¢do. Porém, o abuso na utilizacdo de farmacos,

incluindo os antimicrobianos, quer com fins profilaticos ou terapéuticos, pode contribuir
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substancialmente para elevacdo nas taxas de resisténcia antimicrobiana
(MARCHETTI et al., 2021; MEDINA; PIEPER, 2016; WEESE et al, 2015).

Considerando o fato de que o médico veterinario tem acesso a uma grande
variedade de antimicrobianos, inclusive aqueles que constituem a “dltima linha” de
tratamento de infecbes potencialmente fatais em humanos (POMBA et al., 2017,
WEESE et al, 2015). Os carbapenémicos, linezolida e vancomicina sao
exemplos de antimicrobianos cuja administragdo nos animais deve ser
expressamente restrita, de forma a preservar a sua eficacia contra infecées graves
por microrganismos multirresistentes (BRASIL. MINISTERIO DE
AGRICULTURA, PECUARIA E

ABASTECIMENTO 2022). Na pratica clinica, hem sempre se recorre a
realizacdo de culturas bacterianas e antibiograma para fundamentar a escolha dos
farmacos, prevalecendo a terapia empirica.

Apesar de os médicos veterinarios estarem cada vez mais conscientes da
importancia da realizacdo de andlises bacteriol6gicas na prevencdo da resisténcia
antimicrobiana, sao confrontados regularmente com diversos impedimentos a sua
execucdo, sendo um dos principais motivos, a contencdo monetaria (NORRIS et al.,
2019; WEESE et al, 2015). A deciséo de prescrever ou de administrar antimicrobianos
para satisfazer as expectativas dos clientes é apontada como uma das principais
razdes para o0 uso excessivo de antimicrobianos (NORRIS et al., 2019). E preciso
enfatizar que a prescricdo desses farmacos ndo pode ser banalizada e sé deve ser
empregada quando estritamente necessaria, uma vez que, promove a selecao de
cepas resistentes nos animais tratados e estas podem ser disseminadas para outros
animais, humanos e ambiente (BRASIL. MINISTERIO DE AGRICULTURA,
PECUARIA E ABASTECIMENTO 2022).

Outro ponto importante para minimizar a resisténcia antimicrobiana é a
sensibilizacdo dos tutores quanto a importancia de cumprir as indicagdes relativas a
administracdo da medicacéo e aos cuidados de higiene na manipulacéo do animal. A
prevencdo de doencas através da implementacdo de planos de vacinagéo eficazes,
check-up regulares e acompanhamento nutricional, sdo fatores importantes na
reducdo da RAM, na medida em que diminuem a necessidade do uso de
antimicrobianos (DAMBORG et al, 2016; WEESE et al, 2015). A colonizagdo dos
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animais de estimacdo por bactérias resistentes aos antimicrobianos é motivo de
preocupacao, visto que esses animais podem desenvolver infecgdes graves por esses
microrganismos ou atuar como reservatérios de bactérias que portam genes de
resisténcia (HAAG; ROSS FITZGERALD; PENADES, 2019; MARCHETTI et al, 2021;
PENNA et al, 2021; WEESE et al, 2010).

Além dos ja citados, a possibilidade de troca de elementos genéticos moveis
entre diferentes microrganismos que colonizam o hospedeiro também é motivo de
preocupacao, visto que, essa permite a disseminacdo de mecanismos de resisténcia
a outras espécies bacterianas (HAAG; ROSS FITZGERALD; PENADES, 2019;
MARCHETTI et al., 2021).

1.4 BACTERIAS MULTIRRESISTENTES EM ANIMAIS DE ESTIMACAO

Considerando que a composicdo da microbiota normal de humanos e animais
é influenciada por diversos fatores como a genética, idade, dieta entre outros. Muitos
animais de estimacdo, saudaveis ou doentes, podem estar colonizados por
microrganismos que apresentam resisténcia aos antimicrobianos. Uma grande
preocupacdo em relacdo a essa situacdo € a possibilidade de transferéncia de
microrganismos multirresistentes para outros animais, para seus tutores e/ou para o
ambiente (DOS SANTOS et al., 2022).

Alguns autores, como Ana Patricia Bras Pinhdo (2021), investigaram a
presenca bactérias resistentes em animais domésticos, tendo relatado a presenca de
enterobactérias produtoras de ESBL em amostras de pele de cées e gatos internados
(PINHAO, 2021). Ja Schmiedel (2014) trabalhou com banco de bactérias da ordem
Enterobacterales resistentes a cefalosporinas de 32 geragéo, isoladas de infeccoes
em caes, gatos e cavalos, sendo 91,6% dos isolados de animais confirmados como
produtores de ESBL, além da deteccéo de resisténcia a ertapenem, com presenca de
OXA-48 (SCHMIEDEL et al., 2014).

Em outra pesquisa realizada a partir de swab retal de caes e gatos, os autores
relataram isolados produtores de ESBL, com maior porcentagem de E. coli e

Pseudomonas aeruginosa, além de isolados resistentes a, pelo menos, trés classes
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de antimicrobianos, ou seja, consideradas bactérias multirresistentes (SFACIOTTE;
PARUSSOLO; MELO et al, 2020).

Relacionado ao Enterococcus spp. resistentes a vancomicina, em 2012, um
estudo foi realizado a partir de swab retal de cées e gatos, neste, notou-se a
prevaléncia de E. faecalis, seguida de E. faecium. Outras espécies também foram
encontradas, porém nenhuma portadora do gene vanA, nem vanB, contudo, foram
encontrados genes vanC (1, 2 e 3) em outras espécies (KATAOKA et al., 2012). J4,
em uma pesquisa semelhante, houve prevaléncia de E. casseliflavus, E. gallinarum e
E. faecium, apresentando genes vanC2, vanC1 e vanA (BAGCIGIL et al., 2016). Por
fim, uma meta andlise realizada por pesquisadores da Malasia constataram uma maior
prevaléncia de Enterococcus spp. resistentes a vancomicina (VRE) em caes do que
em outras espécies animais (WADA, IREKEOLA, E.A.R., 2021).

2 JUSTIFICATIVA

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos é classificada pela OMS como
problema de saude publica global. Entre os diferentes fatores que contribuem para
esse cenario esta o uso de excessivo de antimicrobianos (MIRANDA et al., 2021).
Vérios estudos identificaram a emergéncia de patdégenos bacterianos multirresistentes
de diferentes origens, incluindo animais de estimacao, animais de producao, peixes e
produtos derivados de animais (CHAI et al., 2021; ENANY et al., 2018; HAAG; ROSS
FITZGERALD; PENADES, 2019; MIRANDA et al., 2021).

A magnitude da resisténcia antimicrobiana em animais ainda né&o é totalmente
conhecida, contudo animais de estimagao podem contribuir para a disseminagcao da
resisténcia antimicrobiana devido ao contato proximo com humanos e seu status como
membro da familia em domicilios urbanos (MARCHETTI et al., 2021; MIRANDA et al.,
2021). A disseminacgdo de bactérias patogénicas multirresistentes em humanos e
animais geralmente estd relacionada a infecgbes persistentes, maior taxa de
incidéncia de complicacdes e aumento da morbidade e mortalidade (CHAI et al.,
2021).



27

Outra preocupacdo, além do maior risco de infeccdes por bactérias
multirresistentes, é a possibilidade dos animais de estimacdo atuarem como
reservatérios desses microrganismos multirresistentes (DOS SANTOS et al., 2022;
HAAG; ROSS FITZGERALD; PENADES, 2019; MARCHETTI et al., 2021; PENNA et
al., 2021). Astrocas de microrganismos entre hospedeiros sdo eventos frequentes,
entretanto, podem ser seguidas por adaptacdes microbianas que decorrem da troca de
elementos genéticos méveis, como fagos, plasmideos, ilhas de patogenicidade,
permitindo que o microrganismo se expanda em novas populacdes de hospedeiros
(HAAG et al., 2019). Esses eventos podem disseminar a resisténcia antimicrobiana
para diferentes popula¢des microbianas em diferentes nichos ecoldgicos.

Uma das estratégias para contencdo da resisténcia antimicrobiana
recomendadas pela Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), consiste na
vigilancia das resisténcias. Nesse contexto, a realizacdo do presente estudo ira
contribuir para que possamos dimensionar a amplitude da colonizacao por bactérias
resistentes aos antimicrobianos, de maior relevancia clinica em humanos, em cées

acolhidos em abrigo no municipio de Florian6polis-SC.
3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL
Investigar a colonizagdo intestinal por bacilos gram-negativos

multirresistentes e Enterococcus spp. resistentes a vancomicina em cées acolhidos
em abrigo de Floriandpolis.
3.2 OBJETIVOS ESPECIFICO

¢ Investigar a colonizacéo intestinal por bacilos gram-negativos produtores de

ESBL e carbapenemases e Enterococcus spp. resistentes a vancomicina

em céaes acolhidos no abrigo;
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¢ Identificar possiveis condi¢Bes que favorecem a colonizagé@o por bactérias
resistentes aos antimicrobianos nos animais avaliados;
e Sugerir medidas para minimizar o risco de disseminag&do de microrganismos

resistentes.

4 METODOLOGIA

4.1 SELECAO DE POPULACAO E AMOSTRA

A amostragem foi realizada por técnica ndo probabilistica e ndo aleatoria, ou
seja, amostragem por conveniéncia (ETIKAN; ABUBAKAR; ALKASSIM, 2016). Foram
adotados como critérios para coleta cachorros considerados déceis, que permitiram a
imobilizagdo de forma cautelosa e sem risco de leséo e que ndo se mostraram muito
incomodados com a presenca de pessoas diferentes em seu ambiente.

As amostras utilizadas foram de swab retal, numeradas de 1 a 74, tendo um
formulario preenchido com informacdes gerais sobre cada animal (anexo 1) para

posterior identificacao e andlises estatisticas.

4.2 COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

Os animais foram submetidos a coleta de 2 swabs no reto. Segundo, Summers
et al. (2021), o swab retal é uma alternativa préatica para coleta de material em cées
para estudos da composi¢cao da microbiota do trato intestinal (SUMMERS; GALLONI,
WEBB, 2021).

Sendo assim, com o animal imobilizado, foi inserindo o swab de algodao
estéril, previamente umedecido em solugéo salina também estéril, por cerca de 2 cm
no canal anal e girado suavemente, evitando tocar a pele e pelos da regido perianal
(adaptado de SUMMERS et al. 2021).
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Apos a coleta, um dos swabs foi mergulhado em meio caldo BHI (Brain Heart
Infusion/IONLAB) acrescido de ceftriaxona (TEUTO®) em concentracédo de 2mg/L €, 0
outro, em meio caldo BHI acrescido de vancomicina 5ug (2,5 mg/L) (adaptado de
ISEPPI et al., 2020) e enviado para o Laboratério de Microbiologia Clinica do

Departamento de Analises Clinicas da UFSC para processamento.

4.3 PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS

4.3.1 Cultivo

Apbs recebidas as amostras no Laboratério, as mesmas foram incubadas em
estufa, a 35°C + 2°C por 24 horas, para proliferacdo das bactérias.

4.3.2 Isolamento

4.3.2.1 Enterobacterales e bacilos gram-negativos ndo fermentadores de
glicose (BGN-NF)

Apos 24h de incubagédo em caldo BHI + ceftriaxona 2mg/L, as amostras foram
semeadas em placas contendo meio agar cromogénico com adicdo de disco de
ertapenem 10 ug. as placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 35+2°C por
24 horas.

Colbnias crescidas proximas do disco de ertapenem (halo de 27mm), foram
repicadas para outra placa de agar cromogénico e submetidas a coloragédo de Gram.
Os isolados correspondentes a bacilos Gram-negativos foram identificados, conforme
descrito no item 4.3.3, e submetidos ao teste rapido para producdo de
carbapenemases (Blue-carba) e teste fenotipico de resisténcia com inibidores (EDTA,
cloxacilina e acido fenilborénico). J& as colbnias crescidas fora do halo de inibi¢cdo do

ertapenem foram testadas para producéo de ESBL.
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4.3.2.2 Enterococcus spp.

Apo6s 24h de incubagdo em caldo BHI + vancomicina, as amostras foram
semeadas em placas contendo meio agar bile esculina (BEA) com adi¢cao de um disco
de vancomicina 5 pg.

Colonias crescidas dentro de um halo de 12 mm e com coloragao preta, foram
identificadas e testadas para sensibilidade a vancomicina, por disco difusdo em meio

Mueller-Hinton (MH) com disco de vancomicina 5 ug.

4.3.3 ldentificacdo bacteriana

4.3.3.1 Bacilos gram-negativos

Ao avaliar a forma de crescimento das colonias bacterianas, foram
direcionadas as provas bioquimicas para identificacdo. Assim, aquelas que
apresentaram odor caracteristico e colbnias disformes, assim como pigmento
esverdeado quando crescidas em meio MacConkey, foram submetidas a sequéncia
de testes para bacilos gram-negativos ndo fermentadores (BGN-NF) (oxidase, caldo
BHI, cetrimide, OF glicose (com e sem vaselina), OF lactose, OF maltose, OF xilose
e SIM).

J4, aquelas com colbnias caracteristicas de Enterobacterales de acordo com
especificacbes do fabricante do meio, sugestivas de bacilos gram-negativos
fermentadores (BGN-F), foram repicadas para placa contendo meio de &gar
MacConkey (HIMEDIA®) e submetidas ao Enterokit® (LaborClin®) (triptofano, lactose,

H2S, glicose, gés, lisina, indol, ornitina, motilidade, citrato e ramnose).

4.3.3.2 Enterococcus spp.

Bactérias crescidas em placas contendo meio de BEA, dentro de 12 mm,
proximas do disco de vancomicina 5 ug, sugestivas de Enterococcus spp., foram
inicialmente repicadas para meio cromogénico para isolamento. Colbnias sugestivas

de Enterococcus spp. foram submetidas a coloracdo de Gram e prova da calase.
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Isolados gram-positivos com morfologia cocéide e catalase negativos foram
semeados em meio de tolerancia ao sal (MTS/KASVI®), para confirmacgédo do género.
A identificacdo da espécie foi realizada por meio do equipamento VITEK®
(BIOMERIEUX®), a partir de bactéria isolada de meio cromogénico (aplicacdo da
técnica foi realizada em parceria com o laboratério de Microbiologia do Hospital

Universitéario).

4.3.4 Testes fenotipicos de resisténcia

ApoGs a identificagdo bacteriana, os isolados foram submetidas aos testes
fenotipicos de resisténcia quando indicado, seguindo as recomendacfes do Comité
Brasileiro de Teste de Sensibilidade aos Antimicrobianos - BrCAST (BrCAST, 2023).

4.3.4.1 Teste de deteccao de betalactamases de espectro estendido (ESBL)

por disco combinado

O teste de disco combinado foi uma estratégia pensada para otimizar o tempo
e gasto da pesquisa, baseado em Procedimentos Basicos em Microbiologia Clinica
(OPLUSTIL et al, 2020).

) Inéculo preparado em escala 0,5 de Mac Farland das bactérias isoladas no
meio cromogénico crescidas com uma distancia superior a 27mm do disco
de ertapenem.

1)) Semeado em placa de agar MH, com auxilio de swab;

) Discos dos antimicrobianos ceftazidima (CAZ), caftazidima + &cido
clavulanico (CZC); cefotaxima (CTX), cefotaxima + &cido clavulanico (CTC)
foram dispostos na placa com auxilio de pinca;

IV)  Placas incubadas em estufa bacteriologica a 35 °C + 2°C, por 18-20 horas;
Diferenca =2 5 mm entre os halos de inibicdo obtidas com o disco da
cefalosporina e o disco combinado com &cido clavulanico é considerada

positivas para producgéo de ESBL.
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Figura 7 - Disposicéo dos discos de antimicrobianos para teste por disco combinado

Fonte: Elaborado pela autora.

4.3.4.2 Teste de deteccao rapida de carbapenemases — Blue-carba

BGN resistentes ao ertapenm e BGNNF foram submetidos ao teste baseado
na hidrolise do substrato (imipenem) por parte da enzima carbapenemase, com
consequente liberacdo de um &cido que pode ser detectado pelo indicador azul de
bromotimol. Se esta estiver presente, o0 meio ira virar para amarelo. Caso contrario,

permanecera da cor basal, verde esmeralda (KAMEL et al., 2022).

4.3.5 Outros testes pararesisténcia

4.3.5.1 Teste para verificar outras possiveis resisténcias a betalactamicos

Em bactérias BGN-F negativas para producédo de ESBL, foram submetidas a
um novo teste, que contou com a aplicacdo dos discos de CAZ, CTX, ampicilina
(AMP), ampicilina com sulbactam (SAM), cefepime (FEP), meropenem (MER),
cefoxitina (CFO), ertapenem (ETP) e imipenem (IPM).

4.3.5.2 Verificacdo de sensibilidade a cefalosporinas, carbapenémicos e

polimixina em BGN-NF

A partir de um inéculo em 0,5 da escala MacFarland, com um swab de
algodao, foi semeado em trés dire¢cdes em uma placa contendo agar MH. Em seguida,
foram aplicados discos de ceftazidima-avibactam (CZA), CAZ, FEP, IMP, MEM e gota de
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polimixina (Drop Test) (figura 10). O drop test consiste em gotejar 10 ul de uma solucdo
de polimixina b na concentracdo 8 ug/mL , sobre a placa ja semeada com a bactéria
(PASTERAN et al.,, 2021) A sensibilidade € verificada pela formacdo de halo de
inibicdo. A resisténcia aos demais antimicrobianos foi verificada conforme as tabelas
de pontos de corte para interpretacdo do BrCAST (BrCAST, 2023).

Figura 8 - Disposicéo dos discos da verificacdo de sensibilidade a cefalosporinas,

carbapenémicos e polimixina

Fonte: Elaborado pela autora

4.3.6 Aspectos éticos

O projeto foi previamente aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de Animais
da UFSC (CEUA-UFSC) com parecer n° 3349240223 (anexo 2). O responsavel
técnico pela Diretoria de Bem Estar Animal - DIBEA registrou seu aceite no TCLE,
concordando com os termos da pesquisa e autorizando a utilizacdo dos dados para
fins de publicacéo, sendo preservados todos os dados de identificacao.
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4.3.7 Analise estatistica
Os dados obtidos foram analisados por estatistica descritiva, mediante o
calculo de frequéncia e percentual. As andlises serdo realizadas a partir dos dados

obtidos em Excel.

5 RESULTADOS

Ao total, considerando os critérios de incluséo, foram coletadas amostras de
74 caes, totalizando 148 swabs (2 por animal), um destinado a investigacdo de BGN
produtores de betalactamases e outro para investigacao de VRE. As amostras foram
coletadas no periodo de junho a agosto/23.

Quanto a caracterizacdo da populacdo, os cdes tinham entre 2 e 15 anos,
estando no local ha, em média, 2 anos e meio. As ragas variaram, com uma
prevaléncia de 67,6% de cdes sem raca definida (SRD), conforme descrito na tabela
1.

No que diz respeito a saude dos caes, apenas um (67) ndao apresentou
calendario vacinal completo (vacina anti rabica e polivalente). Dentre os 74 céaes, 20
deles tém alguma patologia cronica (quadro 1), sendo que 10 desses fazem uso de
medicamentos de uso continuo.

Ainda sobre a saude dos céaes, observou-se que quatro animais (3, 13, 18, 27)
foram internados nos ultimos 6 meses, sendo que metade deles (3 e 27) fizeram uso
de antimicrobianos (quadro 2). Além desses, outros 11 caes também fizeram o uso
desse tipo de medicamento nos ultimos 6 meses, 0s quais estdo especificados no
guadro 3.

Em relagéo ao estilo de vida, a maioria dos animais reside em canis que
proporcionam uma area aberta e espaco adequado para circulacdo. No entanto,
alguns tém a oportunidade de acessar areas externas por meio de passeios guiados,
conforme indicado na quadro 4. Dentre 0s 74 caes, apenas um se alimentava de ragéo
comercial e comida caseira, os demais apenas ragdo comercial, sendo o manejo

realizado pelas pessoas do abrigo, sem a intervencéo de profissionais da saude.



Tabela 1 - Caracterizacdo da populacao avaliada

VARIAVEL
SEXO

Macho

Fémea

FAIXA ETARIA (Mq = 6 anos)
1 a4 anos
5 a8 anos
9 a 12 anos
13 a 15 anos
RACA
SRD
Pitbull
Mestigo de Pitbull
Mestico de Boxer
Boxer
Mestico de Pastor Alemé&o
Pastor de Malinois
Labrador
Pastor Aleméao
Mestico de Shar-pei
Shar-pei
Mestico de Chow-Chow
Mestico de Dobermann
Mestico Teckel
Teckel
Mestico Akita
Pintscher
Vira lata caramelo
PROCEDENCIA
Atropelamento
Maus tratos
De rua
Procedéncia desconhecida
Procedéncia certificada
Abandono no DIBEA
PATOLOGIA CRONICA
N&o
Sim
USO DE MEDICAMENTO
N&o
Sim

USO DE ANTIMICROBIANOS (ultimos 6 meses)

N&o
Sim

Fonte: elaborado pela autora (2023).

N° (%)

55 (74,3)

19 (25,7)

22 (29,7)

27 (36,5)

20 (27,0)
5 (6,8)

50 (67,6)
4 (5,4)
3(4,0)
22,7
1(1,35)
22,7
1(1,35)
1 (1,35)
1(1,35)
1 (1,35)
1(1,35)
1 (1,35)
1(1,35)
1 (1,35)
1(1,35)
1 (1,35)
1(1,35)
1(1,35)

17 (22,97)
12 (16,22)
25 (33,78)
8 (10,81)
7 (9,46)
5 (6,76)

54 (73,08)
20 (27,0)

64 (86,5)
10 (13,5)

60 (93,8)
14 (6,1)

35
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Quadro 1 - Relacao caes, patologias e medicamentos em uso

CAO PATOLOGIA MEDICAMENTO
5 N&o informada -
7 N&o informada Condroprotetor
10 Dermodicose Anti pulgas oral
12 Hepatite Hepatoprotetor
18 Neoplasia no abddémen e Furosemida
seborreia
19 N&o informada -
21 Leishmaniose Alopurinol
22 Artrose
23 Otite
31 Fratura na coluna -
37 N&o informada -
48 Leishmaniose Alopurinol
51 Leishmaniose Alopurinol
57 Espondilose Gabapentina
Condroprotetor
58 Leishmaniose Alopurinol
59 Leishmaniose -
60 N&o informada -
68 Disfuncéo cognitiva senil
69 Cardiopata Furosemida
Benazepril
Omega 3
70 Leishmaniose
71 N&o informada -
73 Hérnia e insuficiéncia renal -

Fonte: elaborado pela autora (2023).

Quadro 2 - Relacao caes, uso de antimicrobianos e internacoes

CAES

USO DE ANTIMICROBIANO

INTERNACAO

3

X

X

12

X

13

18

19

22

27

39

54

55

56

70

71

72

74

X X X[ X[ X| X[ X| X| X]| X[ X

Fonte: elaborado pela autora (2023).



Quadro 4 - Caes acesso a area externa por passeio guiado
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Quadro 3 - Antimicrobianos usados nos ultimos 6 meses

CAES ANTIMICROBIANO
3 Amoxicilina, penicilina, enrofloxacina
12 Doxiciclina
19 Metronidazol, sulfa + trimetropim
22 Cefalexina, metronidazol, penicilina
27 Amoxicilina com clavulanato de potassio
39 Amoxicilina com clavulanato de potassio
54 Itraconazol, doxiciclina
55 Cefalexina, enrofloxacino, penicilina
56 Cefalexina, penicilina
70 Enrofloxacino
71 Enrofloxacina, penicilina
72 Doxicilina
74 Penicilina

Fonte: elaborado pela autora (2023).

12 26 40 56 70
19 27 46 61 72
22 34 52 64 73
11 23 36 54 65 74

Fonte: elaborado pela autora (2023).

Quadro 5 — Caracterizacao dos animais em que foram encontradas bactérias

resistentes

TEMPO NO . ACESSO A
IDADE BACTERIA . R .
ANIMAL CANIL DIBEA AREA POCEDENCIA ALIMENTACAO
(anos) ENCONTRADA
(anos) EXTERNA
10 2 6 P. aeruginosa Sim MT Racgé&o comercial
7 7 7 E. faecalis Sim PC Racé&o comercial
a7 14 1 P. putida Nao R Racgé&o comercial
56 9 1 E. casseliflavus Sim A Racé&o comercial
64 13 PET 4 E. coli Sim MT Racao comercial
65 6 PET* 2 P. aeruginosa Sim MT Ragéo comercial
66 3 33 1 E. coli Néo A Racao comercial

Legenda: PET - pet place; PET* - canil de madeira ao lado do pet place; A - abandono; MT - maus
tratos; PC - procedéncia certificada; R - resgate.

Fonte: elaborado pela autora (2023).
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Pesquisa de Bacilos Gram-negativos produtores de betalactamases

Das 74 amostras coletadas, foram recuperados 7 isolados de BGN, todos de
animais diferentes. Destes isolados, 2 mostraram resisténcia ao ertapenem na triagem
inicial. Dos demais tubos de BHI que apresentaram turvacédo (11), foram isoladas
bactérias gram-positivas. Isso se justifica pelo fato de que algumas espécies de Gram-
positivos sdo intrinsecamente resistentes as cefalosporinas, sendo a ceftriaxona
incapaz de inibir seu crescimento (GARCIA-AOLACHE; RICE, 2019).

Os isolados foram identificados avaliando, inicialmente, as caracteristicas de
crescimento no meio cromogénico. Dois isolados sensiveis ao ertapenem
apresentaram caracteristicas macroscépicas de Pseudomonas (6 e 65) e foram
identificados como P. aeruginosa utilizando conjunto de provas bioquimicas para
bacilos ndo fermentadores de glicose. Um terceiro isolado (47), resistente ao
ertapenem, apresentou colbnia caracteristica de Pseudomonas spp., porém sem a
presenca de odor e pigmento caracteristicos, sendo confirmada como P. putida. A
identificacéo deste foi realizada em sistema automatizado - VITEK-2.

O teste de Blue-carba, para deteccéo rapida de carbapenemase, foi realizado
com todas as Pseudomonas spp. (6, 47 e 65), sendo em todos 0s casos negativo.

Concomitantemente, foi realizado um teste de sensibilidade para verificar o
perfil das bactérias diante das cefalosporinas, carbapenémicos e polimixinas. Foram
testadas ceftazidima e cefepime, Unicos medicamentos da classe das cefalosporinas
aos quais a bactéria ndo apresenta resisténcia intrinseca, os carbapenémicos
meropenem e imipenem e a polimixina (drop spot).

Dos trés isolados testados, nenhum apresentou sensibilidade as
cefalosporinas. Em relacdo aos carbapenémicos, os dois isolados de P. aeruginosa
(6 e 65) mostraram sensibilidade ao meropenem, enquanto o isolado de P. putida
mostrou resisténcia tanto ao imipenem quanto ao meropenem. Ainda, nenhum isolado

mostrou resisténcia a polimixina, conforme demonstrado no quadro 6.
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Quadro 6 - Verificacao de sensibilidade a cefalosporinas, carbapenémicos e

polimixina
ANTIMICROBIANOS 6 47 65
(P. aeruginosa) | (P.putida) | (P. aeruginosa)

CAZ 10 R I |

CZA 14 S S S

FEP 30 I | |

IMP 10 R R |

MEM 10 S R S
Polimixina S S S

Legenda: S - sensivel; | - intermediério (sensivel ao aumento de dose); R - resistente.

Fonte: elaborado pela autora (2023).

Os demais crescimentos (18, 43, 64 e 66), mostraram crescimento em
tonalidade rosada no meio cromogénico, sugestivas de E. coli, sendo trés sensiveis
ao ertapenem (18, 64 e 66) e uma resistente (43), no primeiro momento, entretanto, o
crescimento ndo estava puro. Apds reisolamento em agar MacConkey, o BGN isolado
mostrou sensibilidade ao ertapenem. Destas, apenas a 64 e 66 foram positivas para
producdo de ESBL quando testadas por disco-combinado.

Para tracar o perfil de sensibilidade aos betalactamicos apresentado pelos
isolados de E. coli 18 e 43, foram testados, por disco-difusdo, representantes das
diferentes subclasses incluindo aminopenicilina isolada e combinada com inibidor de
betalactamase, cefamicina, cefalosporinas de terceira e quarta geracdo e
carbapenémicos. A vista disso, ambas apresentaram perfil sugestivo de producéo de
penicilinases, considerando a resisténcia apresentada a ampicilina e a sensibilidade
a combinacdo ampicilina + sulbactam e a manutencdo da sensibilidade aos
antimicrobianos das outras subclasses (quadro 7). A resistencia a classe das
penicilinas € comum em E. coli, podendo alcancgar indices superiores a 70% avaliando
isolados hospitalares e de criacdo de aves e suinos (CUNHA, 2021).

Em resumo, dos isolados testados, foram encontradas apenas BGN
produtores de betalactamases de espectro estendido, sendo que nenhum mostrou
producdo de carbapenemases nos testes fenotipicos realizados, conforme

demonstrado na quadro 8.
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Quadro 7 - Resultados dos testes fenotipicos
ANTIMICROBIANO 18 43
CAZ
CTX
AMP
FEP
SAM
MER
CFO
ETP
IPM S

Legenda: S - sensivel; R - resistente.

nw 0 O | v 3 Ol nm

W 0 nu vl n v g nu n

Fonte: elaborado pela autora (2023).

Quadro 8 — Resumo das resisténcias dos BGNs encontrados

POSITIVOS PARA:
5 R ertapenem
BACTERIA ISOLADA N _
(triagem) ESBL Blue-carba
Eschericia coli 4 1 2 NR
Pseudomonas
. 2 0 0 0
aeruginosa
Pseudomonas putida 1 1 0 0

Legenda: N - nimero de amostras; R - resistente; NR - ndo realizado.
Fonte: elaborado pela autora.

Pesquisa de Enterococcus spp.

Das 43 amostras que apresentaram turvacdo no meio primario de incubacao,
observou-se crescimento com hidrélise da bile esculina em 35 placas de meio
Enterococcosel, sendo que em 11 houve crescimento dentro de um halo < 12 mm do
disco de VAN 5 ug. Apos realizagédo das provas de identificagdo, dois isolados foram

identificados como Enterococcus spp. (7 e 56). As espécies foram identificadas em
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sistema automatizado Vitekek-2, como sendo E. faecalis e o isolado 56 com
possibilidade de ser E. casseliflavus, E. faecium ou E. gallinarum.

A partir destas possibilidades, em laboratorio a bactéria 56 foi testada para
motilidade com resultado positivo e semeada em meio agar chocolate (RENYLAB®),
para visualizacédo das colbnias, que apresentaram coloracdo amarelada caracteristica
indicativa de E. casseliflavus, sendo o Unico, dentre os principais Enterococcus, que
apresenta pigmento amarelo (COLLINS et al., 1984).

6 DISCUSSAO

Dos 74 cées que constituiram a amostra, obtivemos 2 isolados produtores de
ESBL e 2 isolados resistentes a vancomicina. Ainda, isolamos 3 bactérias
pertencentes ao género Pseudomonas que mostraram resisténcia a pelo menos um
dos carbapenémicos testados (ertapenem, meropenem e imipenem), e dois isolados
de E. coli resistentes a penicilinas. Entretanto, nenhum isolado foi produtor de
carbapenemase. Destes isolados, 3 procederam de animais fémeas e 6 de machos.
Esse perfil € condizente, considerando a composi¢ao da amostra, em que a populacéo
de machos (49/74) foi maior que a de fémeas. A idade e o tempo de permanéncia no
DIBEA, variou entre os animais em que bactérias resistentes foram encontradas, nao
sendo possivel inferir a influéncia dessas variaveis sobre a colonizagao.

Relacionado a patologias crénicas, apenas o cao 7 apresenta, porém nao teve
relatada a sua doenca. Este faz o uso continuo de condroprotetor, uma classe de
medicamentos responsavel pela protecdo da cartilagem articular, utilizada em
pacientes que apresentam osteoartrite, doenca que afeta as articulagcbes, devido a
degeneracgdo da cartilagem articular e a altera¢des funcionais quimicas e mecanicas
por conta de idade mais avangada ou fraturas (BIONDI et al, 2012).

No que diz respeito a alimentacdo dos animais, a mesma pode influenciar no
microbioma, sendo a composicdo e 0 macronutriente principal, os principais
responsaveis pela manutencao ou alteracdo da populagédo de microrganismos (PILLA,
SUCHODOLSKI, 2019). Em estudo relatado na revista New Science (2020), em

racdes comerciais secas ha uma menor probabilidade de encontrar bactérias, ao
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contrario das alimentacfes cruas e enlatadas (NEW SCIENCE, 2020), sendo assim,
podemos inferir um menor risco para estes caes abrigados, sendo a alimentagdo um
fator pouco influente na pesquisa visto que, todos 0s nove cées que tiveram bactérias
detectadas se alimentam de ra¢do comercial.

A investigacdo acerca do contato dos animais com profissionais de saude
humana e a correlacdo com encontro de bactérias resistentes, tem por base estudos
realizados que demonstraram que o contato proximo com humanos que trabalham na
area da saude, aumenta a probabilidade de colonizacdo dos animais por bactérias
resistentes (BHAT, 2021). Outro estudo envolvendo trabalhadores da area da saude
observou que as interacGes entre esses profissionais e 0s pacientes resultaram na
contaminacdo de luvas e aventais por microrganismos resistentes, destacando a
presenca de Pseudomonas aeruginosa multirresistente e Enterococcus spp.
resistentes a vancomicina como exemplos (MORGAN et al., 2012). Pode-se entdo
inferir que os cées do abrigo apresentam menor probabilidade de contaminacao, visto
que, interagem rotineiramente com as mesmas pessoas, nao tendo contato frequente
e por tempo prolongado com profissionais da saude.

Avaliando a resisténcia antimicrobiana e as caracteristicas dos animais,
podemos notar que dos animais dos quais foram obtidos isolados resistentes, a
maioria tinha acesso ao ambiente externo. Considerando que algumas das bactérias
encontradas sdo mais comumente vistas no ambiente como solo, plantas e agua,
como é o caso da P. putida (PETER et al, 2017) e E. casseliflavus (MONTICELLI,
2018), pode haver uma relacdo entre a colonizacdo por essas bactérias e a maior
exposicao a ambientes externos.

Dentre os bacilos gram-negativos encontrados, trés diferentes espécies foram
identificadas, com um predominio de E. coli, fator que pode ser justificado por conta
de que essa bactéria € uma das principais colonizadoras do intestino animal
(ESPINOSA-GONGORRA et al., 2015). Entretanto, somente as encontradas nos caes
64 e 66 apresentaram betalactamases de espectro estendido. Essas sado expressas
conforme os genes que carregam, podendo ser blactx-m (cefotaximase) com maior
atividade contra cefotaxima e ceftriaxona, blasnv (sulfidrila variavel) com um maior
nivel de resisténcia aceftazidima, e blarem (temoneira), sendo esses os encontrados

Enterobacterales, como é o caso das E. coli, que se referem a essas duas amostras
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(CARVALHO et al.,, 2016; SEYEDJAVADI; GOUDARZI; SABZEHALI, 2016). A
resisténcia global as cefalosporinas de amplo espectro em paises em
desenvolvimento ja ultrapassa os 50% em Enterobacterales, especialmente em E. coli
de pacientes que deram entrada em hospital de Cairo, no Egito e de aguas poluidas
de Portugal, possivelmente devido ao uso clinico extensivo e exagerado de
antimicrobianos. Isso tem levado a investigacdo dos mecanismos envolvidos nessa
resisténcia. Embora, até recentemente, as variantes TEM e SHV fossem as ESBLsS
mais produzidas, nos ultimos anos esse perfil vem mudando, com as cepas de E. coli
que expressam CTX-M (RAMADAM et al., 2019; TACAO et al., 2022).

O animal 64 é uma fémea, SRD de 13 anos, que chegou ao DIBEA ha 4 anos
por maus tratos e tem acesso a area externa. Ja o 66 € um macho, da raga Pitbull e
tem 3 anos, com entrada no DIBEA h& um ano atras por conta de atropelamento.
Ambos sdo alimentados com racdo comercial, sem patologias crénicas, ndo fazem
uso de medicamentos de uso continuo, assim como nos ultimos 6 meses ndo
precisaram ser internados nem fazer o uso de antimicrobianos. Em uma pesquisa com
caes militares alemées foi notado que de 20 animais que carreavam produtores de
ESBL, 16 ndo haviam passado por tratamento medicamentoso nos ultimos 12 meses
(BOEHMER et al., 2018). Apesar do uso de antimicrobianos ser apontado como fator
de risco para presenca de microrganismos resistentes, nem sempre essa relacdo é
direta, uma vez que, a exposi¢ao pode ser através do convivio proximo ou do contato
com o ambiente.

Os genes de resisténcia que expressam ESBL da E. coli sdo encontrados nos
plasmideos, ou seja, em elemento movel da bactéria, o que é um grande
impulsionador do problema da RAM, visto a facilidade de transmitir horizontalmente
resisténcia a outras bactérias e, consequentemente, entre 0os animais e humanos
(PUVACA; FRUTOS, 2021). Esse fato pdde ser percebido, em pesquisa realizada em
Cabo Verde que, em 29 caes, foram isolados 48 produtores de ESBL. Destes, 29 eram
E. coli, sendo 11 animais com a presenca de mais de um isolado. Esses foram de
Klebsiella pneumoniae (8.33%), Morganella morganii (8.33%), Citrobacter freundii
(6.25%), Proteus mirabilis (6,25%), Escherichia vulneris (6.25%), Enterobacter
cloacae (2.08%) e Proteus sp. (2.08%) (MATOS et al, 2023). Contudo, dentre os

animais em que essas bactérias foram encontradas, nenhum deles apresentou outra
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bactéria com alguma resisténcia aos antimicrobianos testados, além de ndo serem
alocados nos mesmos canis, de procedéncias e tempo de abrigados diferentes.

Os perfis de resisténcia destas bactérias foram diferentes, sendo duas com
penicilinases, conclusao feita a partir da resisténcia a ampicilina e sensibilidade a
ampicilina + sulbactam observada nas amostras 18 e 43. Ja as outras duas, 64 e 66,
com perfil ESBL. Em uma pesquisa realizada no Chile a partir de swab retal de caes
de estimacao, de 224 amostras de E. coli encontradas, 68,3% (217) mostraram-se
resistentes a ampicilina, 24,1% (54) se mostraram produtoras de ESBL, e 34,4% (77)
como multirresistentes, tendo apenas sete sensiveis a todos os antimicrobianos
testados (GALARCE et al., 2022).

A segunda bactéria mais encontrada foi Pseudomonas aeruginosa. Trata-se
de um BGN nao fermentador, ubiquo, oportunista, agente mais comum de infeccfes
nosocomiais e importante causa de morbidade e mortalidade em pacientes com
fibrose cistica e individuos imunocomprometidos (PANG et al, 2019). Em cées, é
comumente encontrada em casos de otite, pioderma e infec¢des de trato urinério
(YUKAWA et al., 2017). Pode ser encontrada em ambientes externos, seja em solo
ou na agua, além de sitios de infeccdo, visto sua tolerabilidade de temperatura (4 -
42°C) e facilidade de adaptacdo em ambientes (DIGGLE; WHITELEY, 2019).

Em investigagéo realizada por Pereira et al. (2009) com 30 amostras de fezes
de caes saudaveis no Rio de Janeiro, foram isoladas duas cepas de P. aeruginosa
(PEREIRA et al., 2009), em nossa investigacdo, também houve 2 isolamentos de P.
aeruginosa, entretanto nossa amostra foi maior. Ao avaliar os dados dos animais
portadores dessa espécie, constata-se que ambos tém acesso a area externa por
passeios guiados, fato que pode ter contribuido para colonizacdo, considerando o
carater ubiquo da bactéria. Em uma investigacdo microbiologica realizada com
amostras de areia de pracas de um municipio do Parana foi identificada presenca
tanto de P. putida, quanto de P. aeruginosa (KOCHINSKI, 2020), confirmando a
disseminacéo ambiental da mesma.

Em relacdo ao perfil de sensibilidade dos isolados de P. aeruginosa,
observamos que as duas cepas apresentaram crescimento fora do halo de inibicdo
considerado para triagem de resisténcia ao ertapenem e foram sensiveis ao

meropenem, ja em relagdo ao imipenem, uma cepa apresentou resisténcia e outra
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sensibilidade aumentando exposicdo. Dados da literatura sugerem que 0s niveis
plasmaticos de ertapenem livre excedem brevemente a concentracdo inibitéria minima
(CIM) para a maioria das cepas de P. aeruginosa (NIX; MAJUMDAR; DINUBILE, 2004,
LIVERMORE et al., 2001; FUCHS; BARRY; BROWN, 2001), o que contraindica 0 uso
do farmaco no tratamento de infec¢cBes por essas bactérias. Nesse caso, o0 ertapenem
é utilizado somente para triagem de resisténcia aos carbapenémicos.

Os mecanismos de resisténcia apresentados por cepas de Pseudomonas
aeruginosa sao classificados em intrinsecos, adquiridos e adaptativos. A resisténcia
intrinseca inclui baixa permeabilidade da membrana externa, expressdao de bombas
de efluxo que expelem antimicrobianos para fora da célula e a producéo de enzimas
inativadoras de antimicrobianos. A resisténcia adquirida é caracterizada por
transferéncia horizontal de genes de resisténcia ou mutacbes. Ja a resisténcia
adaptativa envolve a formacao de biofilmes que limitam o acesso do medicamento as
células bacterianas, favorecendo as infec¢ces prolongadas e recorrentes (PANG et
al., 2019).

Ja o perfil de sensibilidade apresentado diante dos demais carbapenémicos,
corrobora com o observado por Gales (2002) em estudo que comparou a atividade
antimicrobiana dos carbapenémicos no qual o meropenem mostrou ser duas vezes
mais potente que o imipenem sobre amostras de P. aeruginosa (GALES et al., 2002).
Esse comportamento pode estar associado a presenca de bomba de efluxo. Os
sistemas de efluxo séo estruturas codificadas de maneira cromossomal e amplamente
expressos em bactérias gram-negativas, sendo categorizados em 5 familias. Os
principais sistemas de efluxo da superfamilia RND (resistence-nodulation-division)
expressos em P. aeruginosa sdo MexAB-OprM, MexCD-OprJ, MexEF-OprN e
MexXYOprM (CHOUDHURY et al., 2015; PAN et al., 2016). O sistema MexEF-OprN
possui a capacidade de extrusdo para imipenem, fluoroquinolonas, cloranfenicol e
trimetoprim. Bactérias que possuem 0s genes reguladores para esse sistema podem
apresentar superexpressao de MexEF-oprN e reducéo da producéo de porinas OprD
e consequente resisténcia aos carbapenémicos, como imipenem (CHEIN, 2016).

Das cepas de P. aeruginosa isoladas dos animais do abrigo, nenhuma
apresentou producdo de carbapenemases, entretanto, outros autores relataram

isolamento de cepas produtoras de cabapenemases em animais de estimacao
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(WANG, 2014; FERNANDES, 2018), incluindo uma suspeita de transmissao
de um céo para uma pessoa (FERNANDES, 2018).

P. putida, por sua vez, € um patdgeno oportunista, até pouco tempo tido como
de baixo potencial patogénico, habitualmente encontrada no solo e na agua (PETER
et al, 2017). Contudo, atualmente é reconhecido como patdégeno emergente em
infeccbes  associadas a assisténcia em  saude, especialmente em
imunocomprometidos (TAN et al., 2019). Ainda, segundo alguns estudos, P. putida
pode adquirir resisténcia aos betalactamicos e alguns isolados sdo capazes de
produzir metalo-betalactamases (DOCQUIER et al, 2003; ALMUZARA et al, 2007,
BOGAERTS et al, 2008), sendo aventada inclusive a possibilidade de transferéncia
de genes de resisténcia entre esta e P. aeruginosa (JUAN et al, 2010). A cepa isolada
em nossa pesquisa mostrou resisténcia aos carbapenémicos, entretanto, nao foi
detectada producdo de carbapenemase no teste Blue-carba. Considerando que a
producdo de enzimas carbapenemases € um dos mecanismos mais comuns de
resisténcia aos betalactamicos em BGN, contudo, no género Pseudomonas,
corresponde a menos de 10%, sendo a resisténcia relacionada a outros mecanismos.
N&o encontramos artigos reportando o isolamento dessa bactéria em animais de
estimacao.

A bactéria 47 foi encontrada em uma fémea de 3 anos, identificada como vira
lata caramelo, vinda da rua. Est4 no DIBEA h&a 1 ano, tendo seu calendario vacinal
completo, alimentada com racao comercial, € sem apresentar problemas de saude
gue implicassem na necessidade de internacdo, uso de antimicrobianos ou uso
continuo de medicamento nesse tempo. Por fim, assim como 0s outros cédes, nao tem
contato com profissionais da area da saude humana e ndo tem acesso a ambiente
externo ao abrigo.

Em relacdo aos Enterococcus spp., apenas dois dos crescimentos
apresentaram resisténcia a vancomicina. O género pertence aos gram-positivos,
apresentando-se de forma cocoide, tanto isolados como em cadeias curtas. Sao
anaerobios facultativos, viaveis em temperatura entre 10° e 45°C, e em pH entre 4,0
a 9,6, bem como apresentam alta tolerancia ao sal (LEME; FERREIRA, 2001,

KONEMAN, 2001). A motilidade € variavel, sendo que dentre as duas espécies
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identificadas, o E. faecalis é imodvel, diferentemente do E. casseliflavus que é
movel (DONATO, 2007).

A espécie encontrada no animal 7, E. faecalis, € mais amplamente conhecida,
por integrar a microbiota do trato gastrointestinal (TGI) de animais e humanos e por
causar infec¢des oportunistas em humanos, sendo responsavel por cerca de 80 - 90%
dos casos de infecgOes hospitalares por Enterococcus (GOH et al., 2017). Contudo,
h& alguns relatos de isolamento dessa espécie em infec¢Bes de trato urinario,
periodondites e endocardites em cdes, se encontrando também em ambientes
hospitalares (ZHOU et al., 2019). Essa espécie expressa principalmente os genes
vanA que confere resisténcia a vancomicina e teicoplanina e vanB, responsavel pela
também resisténcia a vancomicina e sensibilidade a teicoplanina, pela modificacédo
dos aminoacidos-alvo da vancomicina. Estudo realizado em 1998 (LIGOZZI; LO
CASCIO; FONTANA) confirmou que esses genes sao capazes de propagar para
outros géneros bacterianos, visto que ambos estéo localizados em elementos moveis,
Tn1546 e Tn1547, respectivamente.

E. casseliflavus, encontrado no cdo 56, se mostra diferente dos outros cocos
mais amplamente conhecidos, visto seu pigmento amarelo, que foi a caracteristica
que o nominou. Assim como E. faecalis, esta presente no TGI, contudo expressa uma
baixa patogenicidade e, diferentemente desta, ndo é encontrado com frequéncia no
ambiente hospitalar, porém é comumente encontrado em solo, 4gua e plantas
(MONTICELLLI, 2018). E uma espécie que apresenta resisténcia intrinseca de baixo
nivel a vancomicina e sensibilidade a teicoplanina, pela expressao do gene vanC, visto
gue esses organismos produzem precursores de peptidoglicano com menor afinidade
pela vancomicina, implicando em uma menor permeabilidade do farmaco na célula
bacteriana (ARIAS; MURRAY, 2013; LOYOLA, 2015; YOSHINO, 2023).

Ambos os animais (7 e 56) tém procedéncia certificada, com calendario
vacinal completo, alimentavam-se de racdo comercial e com acesso a area externa
por passeios guiados. O animal 56, nos ultimos 6 meses precisou fazer o uso de
cefalexina e penicilina, farmacos para os quais 0s Entrococcus séo intrinsecamente
resistentes (BrCAST, 2023).

Na China, uma pesquisa foi realizada com 610 amostras (fecal e swab retal)

de caes e gatos, onde foram encontrados 469 cepas de Enterococcus spp., sendo,
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aproximadamente, 27,3% dessas Enterococcus faecalis e nenhum E. casseliflavus
(YUAN et al., 2023). Contudo, em outro estudo, este na Itélia, foram encontrados E.
casseliflavus em 15 amostras (13%), além de E. faecalis (36; 31,3%) porém nenhum
deles apresentou resisténcia a vancomicina (ISEPPI, 2015). Outro estudo realizado
em Istambul, a partir de swab retal de caes, detectou a presenca de Enterococcus
spp. resistentes a vancomicina (VRE). Neste, a taxa de isolamento de VRE foi de 14%
(12), sendo 4 destes identificados como E. casseliflavus com presenca do gene vanC2
e 8 identificados como E. gallinarum com gene vanC1. (BAGCIGIL; KOENHEMSI;
CELIK, 2016). Por fim, pesquisadores da Malasia em uma metanalise, concluiram que
h&a uma maior prevaléncia de Enterococcus spp. resistentes a vancomicina em caes,
quando comparado a outros animais de estimacgéo, apontando possivel transmisséo
para humanos (WADA; IREKEOLA; et al., 2021).

Para minimizar a resistencia bacteriana existem medidas de precaucdo de
contato, indicacdo de uso de EPIs, higienizacdo de maos e ambiente e limitar o
compartilhamento de utensilios e instrumentais utilizados na assisténcia aos animais
(PIMENTEL et al, 2015), sendo assim sugerido como medidas para se tentar evitar
essa possivel tranasmissao de perfis de resisténcia, a adocédo de refor¢co nos cuidados

guanto a utilizacdo de EPIs e higienizagéo frequente das maos e dos canis.

7 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho visou avaliar a colonizacdo de cées por bactérias
resistentes, visto a problemética da resisténcia a antimicrobianos ser crescente nos
altimos anos e, com uma previsao de gerar até 10 milhdes de mortes anuais em 2050.
Dessa forma, e com especulacbes mais recentes de que animais de companhia
pudessem ser um reservatdrio de bactérias resistentes, a pesquisa foi realizada a
partir de swab retal canino. Investigamos a colonizagéo intestinal por bacilos gram-
negativos produtores de ESBL e carbapenemases e Enterococcus spp. resistentes a
vancomicina.

Na investigacdo de BGN resistentes, isolamos 2 cepas de Escherichia coli
produtoras de ESBL. Encontramos ainda, 3 isolados de Pseudomonas spp., sendo 2

P. aeruginosa e 1 P. putida, esta uUltima resistente tanto a meropenem quanto a
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imipenem. Entretanto nenhum dos BGN isolados foi positivo para producédo de
cabapenemases.

Na investigacdo de Enterococcus spp resistentes a vancomicina,
encontramos 2 isolados resistentes. Um isolado da espéie E. faecalis e outro E.
casseliflavus, sendo que na ultima espécie esse fenotipo é esperado.

Nossos resultados mostraram taxas de colonizagdo por bactérias resistentes
inferiores as encontradas em outros estudos realizados com cées, entretanto, o
tamanho da amostra, bem como, o fato da populagéo avaliada ter pouco contato com
humanos e com o ambiente externo pode ser um fator que contribuiu para esse
resultado. O pequeno numero de bactérias resistentes encontrado também limitou a
identificacdo de fatores que poderiam favorecer a colonizagéo.

Embora o numero de bactérias resistentes tenha sido pequeno, acreditamos
gue medidas como garantir a boa limpeza dos canis, a correta higienizacdo das maos
e areas que tiveram em contato com 0s animais, a realocacdo de caes mais
debilitados e com lesbes na pele para canis separados dos demais, sdo medidas que

podem minimizar o risco de disseminacdo de bactérias entre os animais.
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Formulario Informagbes Gerais

Nome do Animal: Espécie:

( ) Cso

() Felino

Amostra coletada
()Oral ( )Anal

N° Protocolo

Idade do animal: Raca:

Procedéncia:
() Adquirido em canil, gatil ou pet shop

( ) Resgatado/adotado/doado (procedéncia certificada)

( ) Resgatado/adotado/doado (procedéncia desconhecida)

Tempo de permanéncia no

domicilio/abrigo:

Calendario vacinal:

( )Completo ( )Incompleto ( ) Desconhecido

Alimentacgéo:

( ) Rac&o comercial

( ) Dieta natural

( ) Dieta BARF

() Alimentos consumo humano
() Mista

Faz uso de medicamento continuo?
( ) Nao
() Sim.

Qual(is)?

Uso de antibiotico nos ultimos 6 meses?
() Nao sei
( ) Nao
( )Sim.

Qual(is)?

Histérico de internagdo ou procedimento invasivo

tltimos 6 meses?

Pessoa do convivio domiciliar com histérico de

internac&o nos ultimos 6 meses?

( )Sim () Néo ( )Sim () Nao
Pessoa do convivio domiciliar é profissional/atua na | Acesso a ambientes externos?
area da saude? () Néo

() Sim ( ) Néao ( )Sim

() Somente passeios guiados




ANEXO 2

# UNIVERSIDADE FEDERAL Universidade Federal de Santa Catarina
:'-_ DE SANTA CATARINA
S

Comissdo de Etica no
@ C E U A Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Colonizagao por bactérias resistentes aos antimicrobianos em céaes e gatos
acolhidos em abrigo de Florianépolis-SC ", protocolada sob o CEUA n?® 3349240223 (b 002341), Sob a responsabilidade
de Cleonice Maria Michelon - que envolve a produgao, manutencao e/ou utilizacao de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - est4 de acordo com os
preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentagdo Animal (CONCEA), e foi APROVADA pela
Comissao de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina (CEUA/UFSC) na reunido de
06/03/2023.

We certify that the proposal "Colonization by antimicrobial resistant bacteria in dogs and cats welcomed in shelter in
Floriandpolis-SC ", utilizing 123 Dogs (males and females), 20 Cats (males and females), protocol number CEUA
3349240223 (p 002341), under the responsibility of Cleonice Maria Michelon - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human
beings), for scientific research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree
6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation
(CONCEA), and was APPROVED by the Ethic Committee on Animal Use of the Federal University of Santa Catarina
(CEUA/UFSC) in the meeting of 03/06/2023.

Finalidade da Proposta: Pesquisa

Vigéncia da Proposta: de 04/2023 a 04/2025  Area: Ciéncias da Salde

Origem:  Nao aplicavel

Espécie: Caes sexo: Machos e Fémeas  idade: 0 a 0 anos Quantidade: 123
Linhagem: Canis lupus familiaris Peso: 0a0kg

Origem:  Nao aplicavel

Espécie: Gatos sexo: Machos e Fémeas  idade: 0 a 0 anos Quantidade: 20
Linhagem: Felis catus Peso: 0a0kg

Florian6polis, 07 de margo de 2023

fip Vonona Lol

|

Luciana Aparecida Honorato Vanessa Rafaella Foletto da Silva
Presidente da Comisséo de Etica no Uso de Animais Vice-Presidente da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Santa Catarina Universidade Federal de Santa Catarina

Rua Desembargador Vitor Lima, 222, sala 701 - Trindade - Florianépolis/Santa Catarina-SC CEP: 88040-400 - tel: 55 (48) 3721-6094
Hordario de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 18h : e-mail: ceua@sistemas.ufsc.br
CEUA N 3349240223
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