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RESUMO

A presenca de animais de estimacao nas residéncias brasileiras € uma pratica que
vém aumentando cada vez mais. Os cdes sao considerados animais que estdo em
contato muito proximo aos seus donos, consequentemente sao transmissores potenciais
de muitas doencas bem como possiveis micro-organismos resistentes a certos
antibiéticos comerciais. Bactérias do género Staphylococcus, Streptococcus, Neisseria,
Actinomyces, Moraxella, Bacillus, bem como da familia Enterobacteriaceae, foram
encontrados na microbiota oral dos caes, segundo alguns estudos. Dentro desses
géneros existem bactérias patogénicas aos seres humanos, sendo sua presenca na
saliva de cdes um risco tanto a salde canina quanto humana. O conhecimento da
presenca de bactérias de importancia clinica associadas a saliva de animais domeésticos
pode representar uma estratégia para avaliar os riscos de contamina¢do ao homem. Este
trabalho teve como objetivo avaliar a resisténcia a antimicrobianos por bactérias isoladas
da saliva de cdes domésticos. De um total de sete amostras de saliva, doze linhagens
bacterianas foram isoladas, pertencentes aos géneros Staphylococcus, Escherichia,
Streptococcus, Salmonella, Pseudomonas, Haemophilus e Enterococcus, utilizando
meios de cultivo seletivos. A resisténcia aos antimicrobianos cloranfenicol,
amoxicilina+clavulanato de potéassio e azitromicina foi realizada através da técnica de
disco-difusdo. Linhagens de Escherichia coli, Streptococcus, Salmonella, Haemophilus e
Pseudomonas apresentaram resisténcia ao antibiotico amoxicilina+clavulanato de
potassio. Para Pseudomonas, foi possivel observar resisténcia ao antibiético
cloranfenicol, enquanto que para azitromicina, obtivemos resultados discretos de
resisténcia frente aos isolados Escherichia coli e Pseudomonas. Os resultados indicam
que animais de estimacdo como o0s cdes podem ser fontes de micro-organismos
potencialmente patogénicos ao homem e que apresentam resisténcia a antibioticos
comerciais, enfatizando assim, a necessidade de ser manter certa cautela na convivéncia

com estes animais.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana, azitromicina, cloranfenicol, amoxicilina +

clavulanato de potassio, animais domeésticos.
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ABSTRACT

The presence of pets in Brazilian homes is a practice that is increasing. Dogs, are
considered animals that are in close contact with their owners, consequently are
potential transmitters of many diseases as well as possible microorganisms resistant to
certain commercial antibiotics. Bacteria of the genus Staphylococcus, Streptococcus,
Neisseria, Actinomyces, Moraxella, Bacillus, as well as the Enterobacteriaceae family,
were found in dogs' oral microbiota, according to some studies. Within these genera
there are bacteria pathogenic to humans, and their presence in dog saliva is a risk to
both canine and human health. Knowledge of the presence of clinically important
bacteria associated with domestic animal saliva may represent a strategy for assessing
the risks of human contamination. This study aimed to evaluate the antimicrobial
resistance of bacteria isolated from the saliva of domestic dogs. From 7 saliva samples,
12 bacterial strains of the genera Staphylococcus, Escherichia coli, Streptococcus,
Salmonella, Pseudomonas, Haemophilus and Enterococcus were isolated using
selective culture media. Antimicrobial resistance to chloramphenicol, amoxicillin +
potassium clavulanate and azithromycin was performed using the disc diffusion
technique. Escherichia coli, Streptococcus, Salmonella, Haemophilus and
Pseudomonas showed resistance to the antibiotic amoxicillin + potassium clavulanate.
For the Pseudomonas isolate, it was possible to observe resistance to the
chloramphenicol antibiotic, while for azithromycin, we obtained discreet resistance
results against the Escherichia coli and Pseudomonas isolates. The results indicate that
pets such as dogs may be sources of potentially pathogenic microorganisms to humans
and can be resistant to commercial antibiotics, thus emphasizing the need to be

cautious in living with these animals.

Keywords: Bacterial resistance, azithromycin, chloramphenicol, amoxicillin +

potassium clavulanate, domestic animals.
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1. INTRODUCAO

Comunidades microbianas podem atuar de forma simbidtica, fazendo com que
haja uma colaboracdo entre as células, o que ira contribuir para seu bom
funcionamento e equilibrio, podendo inibir potenciais grupos microbianos indesejaveis
a esta associacdo. Essa populacdo de micro-organismos € chamada de “microbiota
normal”, e pode diferir de acordo com os diferentes individuos em sua vasta gama de
habitats (MADIGAN et al., 2016; SILVA e SILVA, 2014). A populacdo microbiana de um
mesmo organismo se altera de acordo com as regides do corpo do hospedeiro e suas
funcdes, sendo as condi¢cdes quimicas e fisicas de cada regido seletivas para micro-
organismos distintos. (MADIGAN et al., 2016).

Pelo contato muito proximo entre cdes e seus donos, esses animais de
estimacdo podem ser potenciais transmissores de doencas e micro-organismos ao
homem. Por esse contato intimo, estudos demonstraram que as comunidades
microbianas da pele de humanos podem ser afetadas pelo contato continuo com o céo
(SILVA; SILVA, 2014). Bactérias do género Staphylococcus, Streptococcus, Neisseria
e Actinomyces, fazem parte da microbiota oral humana (TRABULSI; ALTERTHUM,
2005), e foram encontrados também na microbiota oral dos cées, segundo os estudos
feitos por Silva e Silva (2014), Bailie, Stowe e Schmitt (1978) e Elliot et al. (2005).

Com o demasiado uso de antibiéticos, frequentemente de forma indiscriminada,
tem-se o0 surgimento de micro-organismos resistentes. Nos Udltimos 80 anos
aproximadamente, 0S genes que proporcionam resisténcia aos micro-organismos tém
sido selecionados, através do uso humano, veterinario e até agricola de antibiéticos.
Como consequéncia, ndo somente individuos resistentes, mas também linhagens
desses micro-organismos foram selecionadas (MADIGAN et al., 2016), dificultando o
tratamento de infec¢bes e elevando os casos de morte (MINISTERIO DA SAUDE;
SECRETARIA DE CIENCIA, TECNOLOGIA E INSUMOS ESTRATEGICOS, 2012).

Com o intuito de implantar o Programa Nacional de Profilaxia da Raiva (PNR), o
Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) teve sua inauguragcéo no ano de 1999 em Foz
do Iguacu, visto que a cidade vivenciava uma epizootia de raiva e epidemias de outras
doencas como maléria e dengue (CCZ, 2019). Com a posterior transferéncia dos
servidores publicos da Fundacdo Nacional de Saude (FUNASA), o CCZ pbde entdo

ampliar seus servicos, podendo entdo atuar no controle da dengue, malaria, febre



amarela, leishmaniose visceral canina, entre outras zoonoses e no controle de
roedores e animais peconhentos (CCZ, 2019).

O CCZ da cidade de Foz do lguacu, atualmente atua em conjunto com a
comunidade e outras instituicdes, no intuito de vigiar, prevenir e controlar zoonoses,
doencgas vetoriais e também acidentes envolvendo animais pegonhentos. Esse objetivo
é alcancado através da manipulagéo e controle de popula¢gdes animais e do ambiente,
de acordo com os critérios impostos pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS),
Organizacdo Pan Americana da Saude (OPAS), Ministério da Saude (MS) e pela
Secretaria Estadual da Saude do Parana (SESA-PR) (CCZ, 2019).

O CCZz auxilia em vérios trabalhos académicos, fornecendo informacbes e
amostras. Trabalhos como o de Goéis (2017), que teve como objetivo a investigacdo de
arbovirus em mosquitos na cidade de Foz do Iguacu; de Fortes (2010), que cujo alvo
foi & pesquisa por animais sentinelas infectados pela febre maculosa brasileira,
causada pela bactéria Rickettsia rickettsii, em duas cidades brasileiras (S&o José dos
Pinhais e Foz do Iguacu); de Dias et al. (2018) que teve por objetivo a investigacdo da
presenca de anticorpos anti-Leishmania spp., em cédes da cidade de Foz do Iguacgu;
entre outros, sdo exemplos da colaboracdo dessa instituicAo para a pesquisa
académica e avancos tecnoldgicos na area da saude humana e animal.

Assim, através da colaboracdo do Centro de Controle de Zoonoses, 0 presente
trabalho teve por objetivo a identificacdo da possivel presenca de bactérias
patogénicas resistentes a antibiéticos na saliva de cées da cidade de Foz do Iguacu as
quais oferecem risco aos seus donos pelo contato proOximo existente entre 0S mesmos.
As informacdes obtidas pelo referente trabalho podem auxiliar na prevencdo de
infeccBes graves causadas por possiveis micro-organismos resistentes, auxiliando no

processo de conscientizagdo da sociedade.



10

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. PRINCIPAIS GENEROS BACTERIANOS PATOGENICOS

O termo infeccdo € definido pela multiplicacdo de bactérias (ou outro micro-
organismo) no organismo hospedeiro. J& a doenca € caracterizada pela expressao de
efeito patogénico pela instalagdo do micro-organismo, gerando manifestacdes clinicas.
Bactérias que fazem parte da microbiota normal do hospedeiro apresentam baixa
patogenicidade, mas podem apresenta-la dependendo das condi¢cdes do organismo
(utilizacdo de imunossupressores e antibioticos, cancer, entre outros). Portanto, a
patogenicidade e as manifestacdes clinicas dependem n&o somente do micro-
organismo em si, mas também de condicdes fornecidas pelo organismo do hospedeiro
(TRABULSI; ALTERTHUM, 2005). Bactérias dos géneros Staphylococcus,
Streptococcus, Neisseria, Bacillus, Corynebacterium, Salmonella, Escherichia,
Pseudomonas e Haemophilus foram encontrados na saliva de cées pelos estudos de
Silva e Silva (2014), Bailie, Stowe e Schmitt (1978) e Elliot et al. (2005), enquanto do
género Enterococcus foram encontradas na boca de cdes por Tavares (2014). As
principais doengas causadas por micro-organismos desses géneros bacterianos
podem ser observadas na tabela 1.

2.1.1. Staphylococcus

Bactérias do género Staphylococcus sao gram-positivas, anaerdbias facultativas
e catalase positivas. Sao micro-organismos comuns em animais e seres humanos,
podendo ndo ser patogénicos, como Staphylococcus epidermidis, ou patogénicos,
como Staphylococcus aureus, muito associada a furinculos, acne, infecgbes
piogénicas (formadoras de pus), pneumonia, sindrome do choque téxico, osteomielite,
meningite e artrite. A maioria das infec¢cdes causadas por esse género € causada por
bactérias da microbiota normal de um individuo infectado, mas assintomatico, que as
transfere a outro individuo. Certas infeccbes também podem ser decorrentes da

ingestao de alimentos contaminados (MADIGAN et al., 2016).

2.1.2. Corynebacterium
O diverso grupo de bactérias do género Corynebacterium possui organismos
bacilares gram-positivos, patogénicos de animais e plantas, sendo um dos principais

patogénicos para os seres humanos a Corynebacterium diphtheriae, causadora da
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difteria, uma doenca respiratéria grave que ocorre usualmente em criancas (MADIGAN

et al., 2016).

Tabela 1: Principais géneros bacterianos e doencas a eles relacionadas

Género

Principais doencas

Staphylococcus

Streptococcus

Neisseria

Bacillus

Corynebacterium

Familia

Enterobacteriaceae

Pseudomonas

Haemophilus

Enterococcus

Pneumonia, furdnculos, osteomielite, meningite, artrite,

acne, etc (S. epidermidis e S. aureus).

Infec¢Bes pulmonares, na pele, orais em geral, caries,
faringite, mastite, otite (S. pyogenes, S. mutans, S. viridans

e S. pneumoniae).

Meningite e gonorreia (N. meningitidis e N. gonorrhoeae).

Antraz cutaneo, gastrintestinal e pulmonar e intoxicacao

alimentar (B. anthracis e B. cereus).

Difteria (C. diphteriae).

Infeccdes intestinal e urinaria, meningite, etc (Escherichia

coli); Gastroenterites, febre tifoide (Salmonella 11ntérica).

Infecgbes na pele (Qqueimaduras, ferimentos), olhos,

ouvidos, pneumonia hospitalar (P. aeruginosa).

Meningite, artrite, osteomielite, conjuntivite e cancroide (H.

influenzae, H. aegyptius, H. ducreyi).

Infecc¢des urinarias, de feridas, bacteremia (E. faecalis e E.

faecium).

Fonte: MADIGAN et al. (2016), formatada pelo autor
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2.1.3. Streptococcus

O género Streptococcus possui bactérias gram-positivas, catalase negativas e
produtoras de acido lactico, as quais possuem importancia na producéo de silagem, e
outros produtos fermentados. Esse género € dividido em dois grupos com espeécies
relacionadas: a) o grupo pyogenes, representado por Streptococcus pyogenes,
responsavel por infec¢des de garganta, e b) o grupo viridans, as quais seus integrantes
sdo prevalentes na cavidade oral, representado por Streptococcus mutans, agente
causador de céries dentarias e Streptococcus viridans, causador de infec¢cbes orais,
que pode inclusive gerar complica¢cdes neuroldgicas devido a proximidade anatémica
entre a mucosa oral e o sistema nervoso central (MADIGAN et al., 2016; PEGADO,
2010). Streptococcus pyogenes é o agente responsavel pela faringite estreptocécica,
mas pode causar também outros tipos de infec¢cdes, como mastite (glandulas
mamarias), otite (orelha interna) e impetigo (pele). Algumas linhagens de estreptococos
produzem exotoxinas, geradoras da maior parte dos sintomas da escarlatina e da
sindrome do choque toxico estreptocdcico. Outra espécie importante é a Streptococcus
pneumoniae, causadora de infeccbes pulmonares, que podem se desenvolver a outros
disturbios respiratorios (MADIGAN et al., 2016).

2.1.4. Neisseria

O género Neisseria contém bactérias de morfologia coco, gram-negativas, muito
comum em animais. Entretanto, algumas espécies sdo causadoras de importantes
patologias, como Neisseria meningitidis e Neisseria gonorrhoeae. A Neisseria
meningitidis € um dos causadores da meningite, provocando inflamacdo das
membranas que revestem o cérebro. A gonorreia, doenca sexualmente transmissivel, é
provocada pela Neisseria gonorrhoeae. Visto que essas bactérias ndo sao capazes de
sobreviver fora das membranas mucosas (faringe, reto, trato geniturinario, conjuntiva) e
sdo, sensiveis a exposicdo ao sol, radiacdo ultravioleta e dessecamento, sua
transmissao se restringe somente pelo contato intimo entre individuos (MADIGAN et
al., 2016).

2.1.5. Bacillus
O género Bacillus é formado por bactérias aerébias ou anaerdbias facultativas,

gram-positivas, encontradas principalmente no solo, inclusive as espécies patogénicas
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para humanos e outros animais. Tem-se como exemplos a Bacillus thuringiensis
(causadora de doenca fatal a varios grupos de insetos), Bacillus anthracis e Bacillus
cereus. A Bacillus anthracis possui propriedades que permitem sua utilizacdo como
arma biolégica e atos de bioterrorismo. Pode causar 3 formas de doenca: antraz
cutaneo (contraida pela pele lesionada, a qual foi contaminada com esporos), antraz
gastrintestinal (contraido pelo consumo de plantas ou carcacas de animais
contaminadas pelos enddsporos) e antraz pulmonar (contraido através da inalacao dos
endosporos). A inalacdo desses enddsporos ou de bactérias vivas pode ocasionar
infecgbes pulmonares, causando inclusive hemorragia pulmonar e cerebral. Outra
espécie € o Bacillus cereus, causadora de um numero ndo muito significativo de casos
de intoxicacdo alimentar, os quais as enterotoxinas produzidas geram sintomas como

nauseas, vomitos, diarreia e dor gastrintestinal (MADIGAN et al., 2016).

2.1.6. Familia Enterobacteriaceae

Muitos  micro-organismos  patogénicos sao encontrados na familia
Enterobacteriaceae, 0s quais o0s principais estdo envolvidos em infeccfes hospitalares
em diversos paises (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005), enquanto outras sdo de
interesse industrial (MADIGAN et al., 2016). A Escherichia coli faz parte dessa familia e
esta presente na microbiota intestinal de seres humanos e outros animais. Bacilares e
gram-negativas, sdo capazes de causar diversos tipos de infecgbes, como intestinal,
urinaria, meningite e outras (TRABULSI; ALTERTHUM, 2005). Também fazem parte
desta familia as bactérias bacilares gram-negativas do género Salmonella. Quase
sempre patogénicas para humanos e outros animais, sdo transmitidas a partir da
ingestado de alimentos contaminados, bem como pelo manuseio de produtos animais
ou 0s proprios animais contaminados. Como espécies desse género habitam o
intestino de animais de sangue quente e frio, € comum encontra-las em esgotos, 0 que
pode acarretar em transmissdo destas através da agua, como a febre tifoide. Esta
ultima e as gastroenterites séo as doengas mais comuns em humanos. A salmonelose
mais comum € causada pela bactéria Salmonella enterica, que se subdivide em sete
subespécies. Destas, a Salmonella enterica sorovar typhi, € a causadora da febre
tifoide, a qual é endémica em areas onde o0 saneamento basico é precario ou
inexistente. Essa doenca pode acarretar complicacdes, como hemorragia e perfuragao
intestinal, e possivelmente choque séptico, podendo ser fatal (MADIGAN et al., 2016;
D’AOUST; MAURER, 2007).
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2.1.7. Pseudomonas

Bactérias do género Pseudomonas sdo bacilares e gram-negativas, atuantes
como patdgenos oportunistas e podem ser encontradas facilmente no ambiente, pela
sua capacidade de utilizar variadas fontes de energia. A espécie patogénica mais
importante € a Pseudomonas aeruginosa, que pode causar infecbes na pele, por
ferimentos e queimaduras, nos pulmdes em pacientes com fibrose cistica e pneumonia
hospitalar, bem como nos olhos em usuarios de lentes de contato e ouvidos (LYCZAK;
CANNON e PIER, 2000; FERRAREZE et al., 2007; MADIGAN et al., 2016).

2.1.8. Haemophilus

Gram-negativas e cocobacilares, as bactérias do género Haemophilus sao
abundantes na microbiota oral de humanos. Entretanto, dentro desse género tem-se a
espécie Haemophilus influenzae, o patdbgeno mais importante do ponto de vista clinico.
Este é um dos trés causadores da meningite, bem como outras infec¢des locais, como
artrite, osteomielite, epiglotite e outros. Tem-se outras espécies patogénicas como
Haemophilus aegyptius, causadora de conjuntivite; Haemophilus ducreyi, causadora da
doenca cancréide e outros (KILIAN, 2015; MADIGAN et al., 2016).

2.1.9. Enterococcus

O género Enterococcus é encontrado no solo, agua, mucosa de humanos e
animais, plantas, entre outros. E composto por bactérias gram-positivas, que podem
ser agentes patogénicos oportunistas, principalmente em pacientes com doencas
graves ou imunocomprometidos. Podem causar infecgbes urinarias, infeccbes de
feridas (cirurgicas, queimaduras ou Ulceras), bacteremia, estando também associadas
a endocardites e infec¢gOes pélvicas e intra-abdominais. Mais raramente, podem causar
infeccdes respiratorias e no sistema nervoso central. As espécies mais frequentemente
isoladas clinicamente de humanos s&o Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium
(TEIXEIRA; MERQUIOR, 2013).

2.2. COMPOSTOS ANTIMICROBIANOS
Antibiéticos sdo compostos produzidos naturalmente por fungos e bactérias,
capazes de inibir o crescimento ou até causar a morte de micro-organismos, e que,

aparentemente, atuam da mesma forma na natureza e em sua utilizacdo clinica
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(GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). Mesmo havendo milhares de antibiéticos
conhecidos, somente 1% € utilizado clinicamente, devido a sua toxicidade ou
ineficiéncia na captacdo pelas células alvo. Esses antibidticos naturais sao
frequentemente alterados artificialmente de forma a aumentar sua eficacia, sendo
entdo chamados de antibioticos semissintéticos (MADIGAN et al., 2016).

Esses medicamentos sédo separados em classes de acordo com 0 mecanismo
de acdo apresentado. As principais classes de antibioticos utilizadas clinicamente séao
B-lactamicos (como amoxicilina, cefalosporinas), tetraciclinas, aminoglicosideos (como
gentamicina), macrolideos (como azitromicina), cloranfenicol, glicopeptideos, entre
outros (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010). J4 no uso veterinario em pequenos
animais, amoxicilina com clavulanato, cefalosporinas, macrolideos, lincosamidas,
fluoroquinolonas e trimetoprimasulfonamidas sdo o0s principais utilizados
(GUARDABASSI; JENSEN; KRUSE, 2010).

Os antibidticos p-lactamicos, como a amoxicilina, apresentam amplo espectro de
atividade antibacteriana, eficacia clinica e 6timo perfil de seguranca, compondo a
primeira classe derivada de produtos naturais utilizada no tratamento de infeccbes
bacterianas. Mesmo apdés muitos anos se passarem da descoberta da penicilina, os
agentes mais comumente utilizados fazem parte desta classe de medicamentos. Os
antimicrobianos de segunda geracao da classe dos macrolideos, como azitromicina,
foram gradualmente substituindo o uso da eritromicina, com melhor espectro de
atividade (apresentando amplo espetro de acdo e maior atividade contra gram-
negativas), melhor atividade, atenuacédo de efeitos colaterais, entre outras melhorias
(GUARDABASSI; JENSEN; KRUSE, 2010). Ja o cloranfenicol, um classico antibiotico
de amplo espectro, produzido por bactérias do género Streptomyces. Atualmente sua
utilizacdo ndo é de primeira eleicdo pela sua toxicidade, sendo entdo utilizado quando
a atividade da primeira op¢do medicamentosa escolhida ndo é satisfatoria (MORALES
G.; HERRERA; MUNOZ; 2007).

2.2.1. Mecanismos de Acéo

Cada classe de antibiotico possui um espectro de acdo, a qual define a sua
especificidade mediante aos micro-organismos que serdo atingidos e 0s que serao
resistentes ao seu efeito. O Gram das bactérias, que esta relacionado a estrutura da
parede celular das mesmas, tem alta influéncia na susceptibilidade destas aos

antibioticos, tendo-se antimicrobianos de pequeno espectro, que atingem somente
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bactérias gram-negativas ou gram-positivas, e os de amplo espectro, a qual atingem
ambos 0s grupos, e sao utilizados clinicamente de forma mais frequente (MADIGAN et
al., 2016).

Pode-se observar na figura 1 alguns mecanismos de acdo de antibioticos em
bactérias. Existem antibiéticos que atuam na inibicdo da sintese proteica do micro-
organismo, como o cloranfenicol e a azitromicina, que interrompem a traducdo por
interacbes com o0s ribossomos, enquanto outros inibem a transcricdo, através da
inibicdo da sintese de RNA, como a rifamicina. Ja os conhecidos como [(-lactamicos,
como a amoxicilina, atuam inibindo a sintese da parede celular. Outros antibiéticos
podem ocasionar a despolarizacdo da membrana celular, através de uma ligacao
especifica a membrana formando um poro, como a daptomicina. Por conta da
despolarizacdo, a célula perde a capacidade de sintetizar macromoléculas,

7

ocasionando sua morte. A platensimicina é o primeiro integrante de uma classe
diferencial de antibiéticos, que atua na inibicdo da biossintese de &cidos graxos, e
assim, também a producdo de lipideos. Tem-se também antibiéticos, como as
sulfonamidas, que atuam inibindo a sintese de acido félico pela bactéria, impedindo
assim gue esta faca a sintese de acidos nucleicos. Esse medicamento é efetivo pois as
bactérias fazem a sintese do préprio acido félico, enquanto n6s humanos e a maioria

dos animais obtemos este a partir da dieta (MADIGAN et al., 2016; CAETANO, 2016).

Figura 1 — Mecanismos de a¢éo de antibidticos
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2.2.2. Resisténcia a Antibidticos

O desenvolvimento de resisténcia bacteriana ndo ¢é causado pelos
antimicrobianos, mas pela selecdo que estes acabam por fazer. A utilizacdo desses
medicamentos apenas seleciona os individuos resistentes, que sofreram mutacoes
espontaneamente. Assim, a resisténcia pode surgir tanto através de mutacbes
espontaneas como pela aquisicdo de DNA de fonte externa. Essa aquisicdo pode ser
através da transformacdo, transducdo ou conjugacdo, sendo essa Ultima a mais
importante, visto que é a transferéncia de DNA entre células vivas. A disseminacédo de
plasmideos através da conjugacdo foi um dos maiores responsaveis do
desenvolvimento de resisténcia & antibidticos em bactérias (SEFTON, 2002).

Existem varios mecanismos as quais as bactérias podem adquirir para que se
tornem resistentes aos antibidticos, os quais diferem de acordo com o tipo de
antibiético e sua forma de atuacdo (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010;
MADIGAN et al., 2016). Assim, as bactérias podem, por exemplo, promover a alteracao
do alvo de ligacdo do antibiético, como alteracdo das PBPs (alvos de acdo da
penicilina, Penicillin Binding Proteins) ou alteracéo de proteina de uma subunidade do
ribossomo alvo, através da mutacdo ou por aquisicdo de plasmideo. Podem também
promover a ligacdo de uma proteina ao préprio ribossomo, bloqueando a interacéo
deste com o farmaco ou sofrer mutagcbes em genes codificadores da DNA girase e
topoisomerase 1V, diminuindo sua afinidade com o antibidtico (CASTANHEIRA, 2013).

Outro mecanismo € a producdo de enzimas que inativam o farmaco, como [3-
lactamases (clivam o anel B-lactamico por hidrélise, impedindo sua ligacdo as PBPSs)
para antibiéticos B-lactamicos; as N-acetiltransferases (AAC - modificam o grupo
amino), O-nucleotidil-transferases (ANT) ou O-fosfotransferases (APH) (ambos
quebram as ligagbes no grupo hidroxilo) para antibidticos aminoglicosideos;
cloranfenicol-acetiltransferase (hidrolisa o grupo amida e modifica os grupos hidroxilos)
para o antibiotico cloranfenicol; ou enzimas esterases e fosfotransferases, que inativam
antibioticos macrolideos (CASTANHEIRA, 2013).

Além destes, a diminuicdo de permeabilidade da membrana por mutacdes ou
modificacbes nas porinas, também é um mecanismo ocorrente, diminuindo a
susceptibilidade da bactéria ao farmaco. Nao menos importantes, as bombas de efluxo
também sdo um recurso muito utilizado, originadas por mutagdo génica a qual aumenta
a sintese de proteinas que as compdem, transportando o0 agente antimicrobiano para
fora da célula e restringindo sua acdo. (CASTANHEIRA, 2013).
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Em relacdo ao cloranfenicol, o principal mecanismo de resisténcia é a sua
inativagdo atraves da acetilagdo, mediada pela enzima cloranfenicol acetil transferase
(CAT) (MURRAY; SHAW, 1997). Segundo Mosher et al. (1995), tem-se também como
alternativa possivel de resisténcia, a presenca de uma ORF que codifica uma proteina
de efluxo para 3-fosfo-Cloranfenicol, que atua na presenca de cloranfenicol 3'-O-
fosfotransferase facilitando o efluxo de antibiético inativado.

Como mecanismos de inibicdo para amoxicilina, tem-se predominantemente a
producao de [B-lactamase, que pode ser "contornada" através da combinacdo do
medicamento a inibidores desta enzima, como &cido clavulanico. Mas, hé registros de
B-lactamases codificadas por plasmideos que apresentam sensibilidade reduzida a
estes inibidores (STAPLETON et al., 1995; SEFTON, 2002). De Francesco et al. (2011)
comenta que mutacées em genes codificadores de "porina” podem resultar em super-
regulacdo ou sub-regulacdo frente a exposicdo a antibiéticos, alterando a
permeabilidade da membrana e conferindo resisténcia a bactéria.

A resisténcia a antibiéticos do grupo dos macrolideos (como azitromicina) pode
ser adquirida através de uma alteracdo no ribossomo, impedindo ou diminuindo sua
ligacdo ao medicamento, como uma mutacdo na peptidiltransferase que confere
resisténcia de alto nivel a azitromicina, a alteracdo de um dos residuos de adenina no
RNAr conferindo resisténcia a eritromicina, entre outros (ENGBERG et al.,, 2001;
CHISHOLM; DAVE; ISON, 2010).

No Hospital Estadual Sumaré (HES) - S&o Paulo, em 2007/2008, de 862 6bitos,
133 (15,4%), foram associados a infeccdo hospitalar. Das infeccées ocorrentes neste
hospital (com e sem 0bito), a mais frequente foi a de corrente sanguinea, seguida de
pneumonias (principalmente em maiores de 60 anos), infeccées do trato urinério, e do
sitio cirargico (menos frequente). Nessas infec¢des, 0s principais micro-organismos
causadores foram Staphylococcus aureus (ou outras espécies), Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacer baumanii, Escherichia coli,
Providencia stuartii e outras (GUIMARAES et al., 2011). Ja em um hospital universitario
em Fortaleza — Ceard, ao longo de um ano (janeiro a dezembro de 2007) foram
identificados 516 casos de infeccdo hospitalar (NOGUEIRA et al, 2009). Destes,
Nogueira et al (2009) afirma que 1/3 poderiam ser evitados, através de medidas de
precaucdes. Em 1994, um estudo realizado no Brasil avaliou 8.624 pacientes com mais
de 24 horas de internacéo, identificando 1.129 pacientes com infeccdo hospitalar

(aproximadamente 13%). Mesmo com a escassez de dados e atualizacdes
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relacionados a esses ocorridos, as infec¢gdes hospitalares representam uma das
principais causas de morte no Brasil, juntamente a doencas cardiovasculares,
respiratérias, entre outras (NOGUEIRA et al, 2009).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) recomendou, em um manual publicado
em 2018, algumas estratégias de implementacdo em hospitais visando o combate da
ameaca crescente de resisténcia microbiana a antibioticos. Foi sugerida a implantagéo
de um programa de gerenciamento do uso de antimicrobianos, definido pela OMS
como "Antimicrobial Stewardship Program (ASP)". Esse programa consiste em um
conjunto de intervengbes coordenadas, de forma a melhorar e gerenciar o uso de
antibiéticos de forma adequada, prevenindo ou retardando o surgimento de resisténcia
antimicrobiana e a transmissdo de micro-organismos patogénicos resistentes, atuando
em conjunto com medidas de prevencéao e controle de infeccdo. Para que haja sucesso
é recomendada a nomeacao de um time gestor contendo integrantes interdisciplinares
e um time operacional para elaborar, executar e monitorar as agdes do programa.
Outra varidvel muito importante e crucial para o sucesso desse programa de
gerenciamento € a educacdo e conscientizacdo tanto dos profissionais da saude,
quanto dos cuidadores, acompanhantes e pacientes, ressaltando o0s cuidados
necessarios na utilizacdo desses medicamentos, bem como a importancia da
responsabilidade em sua utilizagdo no desenvolvimento de resisténcia microbiana.
Dentro deste programa também sdo desenvolvidas acfes para melhora da prescricdo
de antimicrobianos, através do desenvolvimento de protocolos clinicos, readequacao
da terapia de acordo com resultados microbiol6gicos, analise técnica das prescricdes
pela farmacia, entre outras (PAHO, 2018; ANVISA, 2017).
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3. JUSTIFICATIVA

Analisando o contato frequente entre caes e humanos, mostra-se importante o
conhecimento da populagdo microbiana existente na saliva desses animais, permitindo
a avaliacdo dos riscos que esse contato pode refletir tanto na saide humana, quanto
canina (SILVA; SILVA, 2014).

Em decorréncia do uso excessivo e indiscriminado de antibiéticos pelos seres
humanos, o surgimento de micro-organismos resistentes a estes medicamentos é
acelerado. Essa resisténcia ndo € produzida pelos antibiéticos em si, mas pela acéo
seletiva que estes proporcionam, selecionando 0s micro-organismos detentores de
mecanismos que possibilitem sua sobrevivéncia frente a acdo desses medicamentos.
Assim, faz-se necessario o teste de resisténcia a antibioticos de patégenos isolados,
para que em caso de infeccdo, um tratamento efetivo possa ser assegurado
(MADIGAN et al., 2016).

4. OBJETIVOS
4.1. OBJETIVO GERAL
Isolamento, identificacdo e avaliagdo da resisténcia a antibioticos de bactérias

presentes na saliva de cdes domésticos em Foz do Iguacu.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Coletar amostras de saliva de caes domeésticos no CCZ;

¢ |solar bactérias presentes na saliva canina;

e Identificar possiveis bactérias de importancia clinica;

e Avaliar a resisténcia das linhagens microbianas de importancia clinica frente aos
antibiéticos comerciais amoxicilina + clavulanato de potassio, cloranfenicol e
azitromicina;

e Fornecimento de informacbes para o CCZ, de forma que este possa elaborar
estratégias de prevencdo e contencdo da disseminacdo das bactérias

identificadas e resistentes.
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5. MATERIAIS E METODOS
5.1. COLETA DE AMOSTRAS

A coleta das 7 amostras de saliva dos animais foi realizada nas instalacées do
Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) da cidade de Foz do Iguacu. Os animais
utilizados foram cées domésticos, os quais foram levados ao CCZ por seus respectivos
donos, com a finalidade da coleta de sangue, realizada pelos servidores do CCZ, para
realizacdo do teste de leishmaniose canina. Assim, aproveitando o manejo do animal
(contencdo), a coleta da saliva foi realizada utilizando um swab estéril contendo o0 meio
de cultivo Stuart (1 g.L™* tioglicolato de sédio, 10 g.L* glicerofosfato de sédio, 0,1 g.L*
cloreto de célcio, 0,002 g.L* azul de metileno, 4,5 g.L* &gar), o qual preserva os micro-
organismos por um periodo de até 48 horas.

Informacdes referentes ao animal (nome, idade, peso, entre outros dados) foram
coletadas pelo CCZ para controle interno sobre as condigcbes dos animais. Foi
apresentado um termo de consentimento (anexo |) ao dono do céo, para que este
assinasse e assim permitisse a coleta da amostra de saliva de seu cao para realizacao
deste trabalho. O individuo e seu cdo foram conduzidos até uma sala na presenca de
um servidor do CCZ, onde o dono colocou o animal em uma mesa, e 0 cao teve sua
boca imobilizada com o auxilio de uma bandagem (sem machuca-lo), de forma a
proteger o servidor durante a coleta de sangue (de acordo com o procedimento padréo
seguido pelo CCZ). Apés a coleta de sangue, foi coletada a saliva do cdo com o swab
estéril. Os swabs utilizados foram acondicionados em uma caixa de isopor com gelo e
entdo levados ao Laboratdrio de Ensino e Pesquisa em Biotecnologia Ambiental

(LEPBioAmb) da UNILA para processamento.

5.2. CULTURA E ISOLAMENTO DAS BACTERIAS

Para realizagdo do isolamento das bactérias da saliva dos caes, foram
preparadas 6 placas de Petri com os meios de cultura diferenciais para cada amostra
coletada: i) gar chocolate: 7,5 g L* peptona de caseina, 7,5 g L' peptona de carne,
1,0 g L't amido de milho, 4,0 g L™ fosfato dipotassico, 1,0 g L™ fosfato monopotassico,
5,0 g L cloreto de sédio, 10,0 g Lt agar, 5% sangue; ii) agar sangue: 10,0 g L*
peptona de caseina, 5,0 g L peptona de carne, 5,0 g L extrato de levedura,3,0 g L
infuso de carne, 1,0 g L** amido de milho, 5,0 g L cloreto de sédio, 13,5 g L™ 4gar e

5% sangue; iii) agar Cled: 4,0 g L peptona de caseina, 4,0 g L peptona de gelatina,
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3,0 g /L extrato de carne, 10,0 g L lactose, 0,128 g L* L-cistina, 15,0 g L agar e
0,02 g L? azul de bromotimol; iv) &gar S-S: 2,5 g L peptona de caseina, 2,5 g L?
peptona de carne, 5,0 g L extrato de carne, 8,5 g L sais biliares, 10,0 g L lactose,
8,5 g L citrato de sddio, 1,0 g L citrato férrico amoniacal, 8,5 g L tiossulfato de
s6dio, 0,025 g L vermelho neutro, 0,0033 g L* verde brilhante, e 13,5 g L agar; v)
Yersinia: 17,0 g L™ peptona de gelatina, 1,5 g L peptona de caseina, 1,5 g L™! peptona
de carne, 2,0 g L extrato de levedura, 20,0 g L' manitol, 0,5 g L deoxicolato de
s6dio, 0,5 g L colato de sddio, 1,0 g L cloreto de sédio, 2,0 g L piruvato de sédio,
0,01 g L sulfato de magnésio, 0,03 g L* vermelho neutro, 0,001 g L cristal violeta,
0,004 g L triclosan e 13,5 g L &gar; e vi) MacConkey: 1,5 g L'* Peptona de caseina,
1,5 g L Peptona de carne, 17,0 g L! Peptona de gelatina, 1,5 g L Sais biliares
(mistura), 10,0 g L Lactose, 5,0 g L Cloreto de sédio, 0,03 g L' Vermelho neutro,
0,001 g L Cristal Violeta, 13,5 g L't Agar. Os meios foram preparados (de acordo com
as normas de cada fabricante), autoclavados e vertidos em placas de Petri, com
excecao dos meios agar S-S e Yersinia, que nao podem ser autoclavados, sendo
entdo fervidos (LEVY, 2004).

Os swabs contendo as amostras foram entéo imersos em agua peptonada 0,5%,
e agitados em vortex durante 30 segundos a 1 minuto para transferéncia das células
para a solucdo (adaptado de: ANVISA, 2010). Utilizando essa solugdo sem nenhum
tipo de diluicdo ou processamento, foram realizadas estrias de esgotamento utilizando
0 proprio swab em cada uma das placas.

As placas inoculadas contendo os meios agar chocolate, agar sangue e
MacConkey foram colocadas em condicfes de microaeragao, através da utilizacao de
uma lata contendo uma vela, a qual foi acesa e a lata fechada. A vela acesa consome
boa parte do oxigénio presente dentro da lata, proporcionando uma atmosfera
diferenciada, ndo totalmente anaerdbia, permitindo o crescimento de bactérias
aerodbias e facultativas. Essa lata foi colocada em estufa a 37°C, durante 48 a 72 horas
juntamente as outras placas inoculadas contendo os meios agar Cled, agar S-S e

Yersinia (fora da lata).

5.3 IDENTIFICACAO DAS BACTERIAS ISOLADAS
Apos esse periodo, as linhagens foram analisadas e comparadas com
informacdes referentes a cada meio de cultivo utilizado. Além da interpretagcéo através
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dos meios seletivos, foram utilizados a coloragdo de Gram e o teste da catalase para
auxilio na identificacdo dos géneros bacterianos.
Apos identificacdo dos géneros, as bactérias foram acondicionadas em meio de

cultivo (repique continuo), e armazenadas em geladeira a 4 °C.

5.3.1 Agar chocolate

A cor original do meio é castanho escuro (chocolate). Colénias de tamanho
pequeno a meédio, com pigmento amarelo sugerem qualificacdo de Neisseria spp,
Branhamella catarrhalis ou Moraxella spp., colénias pequenas e delicadas, com

pigmento creme claro, sugerem qualificagcdo de Haemophilus spp. (ANVISA, 2010).

5.3.2 Agar sangue

A cor original do meio é vermelha. Se houver presenca de halo transparente ao
redor das coldnias, significa que houve lise total dos eritrocitos, e sugere qualificacéo
de Streptococcus spp. ou Staphylococcus spp., se houver a presenca de halo
esverdeado ao redor das col6nias, significa que houve lise parcial dos eritrécitos e
sugere a qualificacdo de Streptococcus pneumoniae ou Streptococcus do grupo
viridans, e se houver a auséncia de halo ao redor das col6nias sugere auséncia de

micro-organismos hemoliticos (ANVISA, 2010).

5.3.3 Agar CLED

A cor original do meio é azul claro. Colénias de cor amarela sugerem
qualificacéo de lactose positiva (as quais podem ser Escherichia coli fermentadora de
lactose, Klebsiella spp., Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus), e coldnias de
cor azul sugere qualificacdo de lactose negativa (as quais podem ser Escherichia coli

nao fermentadora de lactose, Proteus spp., Salmonella spp. (ANVISA, 2010).

5.3.4 Agar S-S

A cor original do meio é vermelho alaranjado. Colénias com centro negro ou
incolores sugerem qualificacdo de Salmonella, colonias incolores sugerem qualificacao
de Shigella spp., colénias cor de rosa ou vermelhas sugerem qualificacdo de

Escherichia coli ou Klebsiella spp., as bactérias ndo fermentadoras de lactose resultam
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em coldnias incolores, enquanto bactérias fermentadoras de lactose resultam em
colonias cor de rosa (ANVISA, 2010).

5.3.5 Yersinia

A cor original do meio é laranja avermelhado médio a escuro ou roxo
avermelhado ligeiramente turvo. Colbnias translicidas ou translicidas com centro rosa
escuro sugerem qualificagdo para Yersinia enterocolitica ou outras espécies desse
género (NEOGEN, 2011).

5.3.6 Agar MacConkey

Colbdnias vermelhas ou rosadas sao formadas por bactérias fermentadoras de
lactose, enquanto col6nias incolores ou verdes sdo formadas por bastonetes gram-
negativos (Pseudomonas sp., Aeromonas sp.). Os sais biliares e o cristal violeta
presentes no meio possuem atuacao inibitéria do crescimento de bastonetes Gram-
positivos (MBIOLOG, 2010).

5.4. TESTE DE ANTIBIOGRAMA

As linhagens de importancia clinica identificadas nos testes anteriores, foram
submetidas a testes de resisténcia a antibidticos.

Cada linhagem identificada foi transferida de seu respectivo meio de isolamento
para um tubo de ensaio com 3 mL de 4gua destilada, sendo submetida ao vértex por
10 segundos para homogeneizacdo. Apdés homogeneizacdo, foi utilizado um swab
estéril, o qual foi embebido na solugcéo de bactéria e aplicado em toda a area de placas
contendo o meio de cultivo agar Mueller Hinton - MH (17,5 g L? peptona de caseina,
2,0 g L peptona de carne, 1,5 g L't amido, 17,0 g L! &gar), preparado segundo as
instrucdes do fabricante. Foi utilizada uma placa para cada micro-organismo isolado e
identificado anteriormente (LEVY, 2004).

Foram preparadas solugcbes de 3 antimicrobianos de amplo espectro:
cloranfenicol 500 mg.Lt, amoxicilina 500 mg + clavulanato de potassio 125 mg.L?, e
azitromicina 500 mg.L*. Discos de filtro de papel (5 mm de diametro) foram
esterilizados e embebidos nestas solu¢cdes e posicionados nas placas com as
linhagens bacterianas inoculadas de acordo com a metodologia de difusdo em disco
descrita por Kirby-Bauer. Assim, para cada placa com o meio MH com uma bactéria
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devidamente inoculada, foram posicionados 3 discos para cada antimicrobiano e 3
discos embebidos em Lysoform como controle. As placas as quais as bactérias foram
isoladas dos meios incubados em microaeracdo foram incubadas de forma
semelhante, em estufa a 37 °C durante 24 a 48 horas. O restante das placas contendo
bactérias isoladas sem a utilizacdo de microaeragdo, foram acondicionadas em estufa
normalmente, a 37 °C durante 24 a 48 horas. Os halos de inibicdo formados ao redor
dos discos foram medidos como ilustrado na figura 2 e analisados.

Figura 2: Exemplo de medi¢&o de halo

Fonte: Adaptado de Laborclin, 2011
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 GENEROS BACTERIANOS ISOLADOS

Primeiramente, cabe ressaltar o carater qualitativo deste trabalho, cujo objetivo foi
identificar a presenca de géneros bacterianos potencialmente patogénicos e
clinicamente relevantes na saliva de cédes. Sobre este aspecto, como apresentado na
tabela 1, foi possivel efetuar o isolamento dos seguintes géneros nas 7 amostras
coletadas: Staphylococcus e Escherichia coli da amostra 1, Streptococcus (Figura 4)
da amostra 3, Escherichia coli e Salmonella da amostra 4, Pseudomonas e
Staphylococcus (Figura 3) da amostra 5, Haemophilus (Figura 4) e Escherichia coli
(Figura 3) da amostra 6 e Enterococcus da amostra 7. Nao foi possivel isolar e
identificar nenhum género da amostra 3. A identificacdo dos géneros foi feita através
dos meios seletivos descritos na referente tabela, bem como através da coloragédo de
Gram e teste de catalase (apenas para confirmagédo em alguns casos).

A baixa quantidade de géneros recuperada das amostras nos meios agar sangue
(01 Streptococcus da amostra 2); agar chocolate (01 Haemophilus da amostra 2), e
nenhum isolado dos meios agar S-S e Yersinia pode ser explicada pelo ambiente de
convivio do préprio animal amostrado, pois sdo animais domésticos, podendo assim,
associar a auséncia de isolados de géneros clinicos (patogénicos) por estes viverem
em um ambiente com boas condi¢cdes sanitarias, sob bons cuidados, sem contato
direto com alimentos estragados, lixo em geral, lixo hospitalar, bem como com fezes de
outros animais contaminados. Visto que as amostras sado derivadas de animais de
locais diferentes, sob condi¢cBes diferentes e possivelmente em contato com outros
animais, tem-se uma justificativa para a diversidade de géneros isolados entre as
amostras.

Por outro lado, os meios de cultivos agar MacConkey e CLED foram os que
apresentaram uma maior quantidade de géneros clinicos, entre eles Staphylococcus,
Salmonella, Pseudomonas e Escherichia, recuperados do meio MacConkey, e 0s
géneros Staphylococcus, Escherichia e Enterococcus, recuperados do meio CLED. O
meio de cultivo CLED (cistina lactose deficiente em eletrolitos) € um meio de cultura
para diferenciacao utilizado no isolamento e enumeracdo de agentes patogénicos, mas
minimiza a proliferacdo indevida de espécies de Proteus, devido a auséncia de
eletrolitos, além de identificar organismos fermentadores de lactose com a reducao do
pH e alteracdo da cor do meio de verde para amarelo (Manual BD, 2012). Ja o0 meio

MacConkey, € um meio diferencial seletivo utilizado para o isolamento e diferenciacao
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de Enterobacteriaceae e uma variedade de outros bastonetes gram-negativos e
amostras clinicas. Assim, podemos dizer que nesses dois meios de cultivo utilizados,
devido a suas composicdes, esperava-se realmente a recuperacdo de um numero
maior de géneros bacterianos clinicos.

Entretanto, cabe ressaltar que, durante os isolamentos das bactérias das salivas
dos 7 cédes estudados, foram recuperadas, mas ndo isoladas e identificadas, varias
outras linhagens bacterianas, mas como estas ndo apresentaram as caracteristicas
(coloracdo, hemdlise e morfologia das colbnias) de uma linhagem potencialmente
clinica, descritas nos manuais de identificacdo utilizando os meios de cultivo
diferenciais no presente estudo, as respectivas bactérias foram descartadas,
justificando assim a pequena quantidade de isolados obtidos.

Os géneros Staphylococcus, Pseudomonas, Escherichia coli, Haemophilus, e
Streptococcus também foram encontrados por Bailie, Stowe e Schmitt (1978) de
amostras nasais e de saliva de cées, os quais, além destes, também encontraram
géneros como Klebsiella, Bacillus, Corynebacterium, Neisseria, Aeromonas e outros.
Staphylococcus e Streptococcus também foram encontrados por Elliot et al. (2005) em
amostras de saliva canina e Ramos et al. (2011) em amostras sanguineas de cées.
Elliot et al. (2005) encontraram além destes, os géneros Actinomyces, Neisseria,
Granulicatella e outros em seu trabalho. Tavares (2014) também isolou bactérias do
género Enterococcus da boca e coragcdo de caes, identificando as espécies em nivel
molecular. Jay-Russell et al. (2014) isolaram bactérias do género Salmonella de
amostras de fezes de caes e coiotes, enquanto White et al. (2003) e Wong et al. (2006)
isolaram bactérias do mesmo género de petiscos para animais domeésticos.

Bactérias como Escherichia coli sdo comuns do intestino humano e outros
animais, mas existem cepas que podem causar infec¢des intestinais ou fora do
intestino (BEUTIN, 1999). Segundo Beutin (1999), bactérias dessa espécie causadoras
de infecgBes intestinais isoladas de animais e humanos mostraram diferentes
viruléncias e especificidades para humanos e animais. Entretanto, as causadoras de
infecgcbes extra intestinais isoladas de cées, gatos e humanos demonstraram alguns
antigenos e atributos de viruléncia semelhantes, bem como uma alta relacdo genética,
podendo ser atribuida a grupos clonais. Devido a alta semelhanca na posicdo de
cromossomos e algumas sequéncias de DNA, sugere-se que cepas de E. coli

humanas e caninas relacionadas de forma clonal podem ser transmitidas como
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patdbgenos urinarios entre os mesmos (BEUTIN, 1999), como apresentado pelos
estudos de Zhang et al. (2016) e Damborg, Nielsen e Guardabass (2009).

Figura 3: Staphylococcus (amostra 5) a esquerda e Escherichia coli (amostra 6) a direita

a) Staphylococcus (amostra 5), cor do meio azul indica bactéria ndo fermentadora de lactose.
b) Escherichia coli (amostra 6), cor do meio amarelo, indica bactéria fermentadora de lactose.

Fonte: Autor

Figura 4: Haemophilus (amostra 6) a esquerda e Streptococcus (amostra 2) a direita

No isolamento de Streptococcus (amostra 2) no lado direito da imagem, os halos de hemdlise
estdo indicados pelas setas de cor preta.
Fonte: Autor
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Porte do ] Agar ] ] ] N Ferm. _
Amostra . Agar Sangue Agar MacConkey Agar CLED Agar S-S Yersinia  Catalase Morfologia
Céo Chocolate Lactose

ND ND Staphylococcus ND ND ND + + Coco, G +
1 Pequeno

ND ND ND Escherichia coli ND ND + - Bacilo, G -
2 Médio Streptococcus ND ND ND ND ND - ND Coco, G +
3 Médio ND ND ND ND ND ND ND ND ND

ND ND Escherichia coli ND ND ND ND + Bacilo, G -
4 Grande

ND ND Salmonella ND ND ND + - Bacilo, G -

ND ND Pseudomonas ND ND ND + - Bacilo, G -
5 Médio ND ND Staphylococcus ND ND ND + + Coco, G +

ND ND ND Staphylococcus ND ND + - Coco, G +

ND Haemophilus ND ND ND ND ND ND Cocobacilo, G -
6 Médio ND ND ND Escherichia coli ND ND ND + Bacilo, G -

ND ND Escherichia coli ND ND ND ND + Bacilo, G -
7 Grande ND ND ND Enterococcus ND ND - + Coco, G +

ND: Nao detectado

Fonte: Elaborada pelo autor
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Transmissfes de bactérias do género Streptococcus a humanos podem ocorrer
através da mordida de cdes (OEHLER et al., 2009). Foram registrados dados de
transmissado pelo contato com cées infectados por Streptococcus zooepidemicus
(PRIESTNALL; ERLES, 2011) e Streptococcus dysgalactiae subsp. equisimilis (SDSE)
(SCHRIEBER et al., 2013). S. zooepidemicus € uma bactéria patogénica oportunista
presente em cavalos, o qual foi introduzida provavelmente pelo contato direto entre
estes e 0s cdes, 0S quais apresentam 0s mesmos sintomas que 0s equinos mediante
infeccdo (PRIESTNALL; ERLES, 2011). Ja SDSE é um patdgeno humano importante,
0S quais algumas cepas apresentam viruléncia para ambos cdes e humanos,
provavelmente pela troca de material genético entre Streptococcus pyogenes e
Streptococcus canis (SCHRIEBER et al., 2013). Como apresentado por Abbott et al.
(2010) e Schrieber et al. (2013), o contato com caes infectados pelas referidas
bactérias pode resultar em transmissao das mesmas para humanos.

Segundo Clapper e Meade (1962), bactérias do género Haemophilus foram
encontradas na flora nasal de cédes, e podem ser transmitidas a humanos, como
sugerido por Yamashita, Bone e Hitchcock (1972) causando abcesso cerebral, e
Varghese et al. (1977) causando endocardite.

Casos de transmissao de bactérias do género Staphylococcus entre cées e
humanos, embora dados como ocorréncias raras, tém sido relatados com o passar dos
anos. Lozano et al. (2017) e Van Duijkeren et al. (2011) relatam casos de transmisséo
de Staphylococcus pseudintermedius de caes a humanos. Tem-se também relatos de
ocorréncia contraria. Van Duijkeren et al. (2004) relata caso de transmissao de
Staphylococcus aureus de humanos para caes.

Para o género Pseudomonas os ocorridos sdo semelhantes. Michl, Beck e
Mainz (2017) relatam um caso de transmissdo de Pseudomonas aeruginosa de cdo
para humano, enquanto Fernandes et al. (2018) relatam transmissao desta de humano
para cao.

Johnson et al. (2006) relatam transmissdo de Enterococcus faecalis de céo para
humano através de mordida. Ja Damborg et al. (2009) relatam que cées sao
reservatérios de Enterococcus faecium e as transmitem a humanos.

Segundo Marks e Kather (2003), infecgbes por Salmonella em caes sao raras,
mas ocorrem mais frequentemente em filhotes e populagbes em canis. A presenca

dessa bactéria em alimentos e fezes caninas apresenta um alto risco de contaminacéo
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para 0S animais e para as pessoas que vivem em contato direto com 0S mesmos,

como relatado por Sato et al. (2000) e Morse et al. (1976).

6.2 TESTE ANTIBIOGRAMA

Nos testes de antibiograma (tabela 2), linhagens de Escherichia coli (derivadas
das amostras 1, 4 e 6), bem como Streptococcus (amostra 2), Salmonella (amostra 4)
e Pseudomonas (amostra 5) apresentaram resisténcia total para amoxicilina +
clavulanato de potassio (ndo houve formacéo de halo ao redor dos 3 discos de papel),
como demonstrado na figura 6 (Escherichia coli da amostra 1 e Streptococcus da
amostra 2). Ainda para este antibiético, uma linhagem de Haemophilus (amostra 6)
apresentou halo de inibicdo somente ao redor de um disco (dos 3 utilizados) como
apresentado na figura 5. No caso do cloranfenicol, uma linhagem do género
Pseudomonas (amostra 5), demonstrado também na figura 5, apresentou resisténcia
total. Ainda para este antimicrobiano, o isolado Staphylococcus (amostra 5) apresentou
halo de inibicdo apenas ao redor de dois discos, e para o isolado Streptococcus
(amostra 2) houve o desenvolvimento de colbnias resistentes dentro do halo de
inibicdo. Nos testes com azitromicina, uma linhagem de Escherichia coli (amostra 1)
apresentou halo de inibicdo em somente um dos discos, enquanto que os isolados
Escherichia coli (amostra 4), Pseudomonas (amostra 5) e Haemophilus (amostra 6)
apresentaram halo de inibicdo em dois discos somente. Os testes ndo foram possiveis
para o isolamento Enterococcus (amostra 7) pela auséncia de proliferacdo do mesmo
na placa.

Bactérias Pseudomonas aeruginosa isoladas de humanos, caes e do ambiente
de convivéncia, apresentaram resisténcia para cloranfenicol e outros antibidticos de
acordo com Fernandes et al. (2018), enquanto que bactérias da mesma espécie
isoladas por Oliveira et al. (2005) a partir de exsudato Otico de caes, apresentaram
grau de resisténcia a cloranfenicol. Cem por cento (100%) dos 39 isolados de P.
aeruginosa de amostras caninas por Pedersen et al. (2007) apresentaram resisténcia a
amoxicilina com &cido clavulanico e outros antibiéticos, enquanto 89,7% apresentaram
resisténcia a cloranfenicol e outros antibioticos. No estudo de Pereira et al. (2009), de 9
isolados de P. aeruginosa, 42,8% apresentaram resisténcia a azitromicina e a

cloranfenicol e 57,1% a amoxicilina.
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Géneros Amostra/ , o o _ o
olados nisolados Cloranfenicol Amoxicilina /clav. de potassio Azitromicina
Média controle Resisténcia/  Média teste Resisténcia/ Média teste Resisténcia/ Média teste
(cm) sensibilidade (cm) sensibilidade (cm) sensibilidade (cm)
Staphylococcus 1/1 Total? S Total? S Total® S Total?
Escherichia coli 1/1 0,26 S 0,33 R 0 S 0,1
Streptococcus 2/1 0,53 S 0,16 R 0 S 0,43
Escherichia coli 4/1 0,23 S 0,23 R 0 S 0,15
Salmonella 4/1 0,4 S 0,56 R 0 S 0,16
Pseudomonas 5/1 0,5 R 0 R 0 S 0,4
Staphylococcus 512 0,76 0,86 S 0,25 1,03 S 0,4 0,76 S 0,76 Total
Haemophilus 6/1 0,4 S 0,5 S 0,2 S 0,2
Escherichia coli 6/2 0,43 S 0,76 0,66 R 0 S 0,23

S = Sensivel

S = Sensibilidade parcial (somente um halo de inibicdo obtido)

R = Resistente

Total? = Halos muito amplos

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 5: Haemophilus (amostra 6) & esquerda e Pseudomonas (amostra 5) a direita

Fonte: Autor

Figura 6: Escherichia coli (amostra 1) a esquerda e Streptococcus (amostra 2) a direita

=

Fonte: Autor

De acordo com Costa et al. (2004), de um total de quatro isolados de Escherichia
coli resistentes a cefalosporina de amplo espectro isoladas de fezes de caes, uma
cepa apresentou resisténcia também a cloranfenicol. J& nos estudos de Gibson et al.
(2008), de 57 isolados de E. coli de amostras caninas, 29 apresentaram resisténcia a
amoxicilina com acido clavulanico e 7 a cloranfenicol. Em relacdo a azitromicina, Zogg
et al. (2018) encontraram um gene de resisténcia a esse antibiético mediado por
plasmidio em 13 de 64 isolados de E. coli de amostras de caes e gatos.
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De 19 isolados de Staphylococcus coagulase-positivos a partir otite externa
canina, 52,6% apresentaram resisténcia para amoxicilina, 57,9% para azitromicina e
94,7% para cloranfenicol de acordo com o trabalho de Pereira et al. (2009). Neste
mesmo trabalho, de 4 isolados de Staphylococcus coagulase-negativa, 50%
apresentaram resisténcia a amoxicilina, 50% a azitromicina e 100% de resisténcia a
cloranfenicol. Dos 201 isolados de Staphylococcus intermedius de caes, Pedersen et
al. (2007) identificou 12,9% resistentes a cloranfenicol e nenhuma resisténcia a
amoxicilina com acido clavulanico.

Dos 34 isolados de Streptococcus canis de amostras caninas, Lyskova,
Vydrzalova e Mazurova (2007) nédo identificaram resisténcia para cloranfenicol nem
para amoxicilina com &cido clavulanico. Dos isolados encontrados por Petrov et al.
(2013), 5% dos 25 isolados apresentaram resisténcia para amoxicilina com &acido
clavulanico e nenhum apresentou resisténcia para cloranfenicol.

White et al. (2003) obtiveram 78 isolados de Salmonella a partir de petiscos para
caes, dos quais 8% apresentaram resisténcia a cloranfenicol. De 13 isolados de
Salmonella de caes no Ird, um apresentou genes de resisténcia a cloranfenicol como
descrito por Torkan, Khamesipour e Anyanwu (2015), enquanto que 27 linhagens de
Salmonella isoladas de amostras fecais caninas na Tailandia apresentaram resisténcia
a Amoxicilina (POLPAKDEE et al., 2012).

Tavares (2014) isolou Enterococcus da boca e coracdo de caes, dos quais mais
de 5 isolados apresentaram resisténcia a cloranfenicol e menos de 5 isolados
apresentaram resisténcia a amoxicilina associada a acido clavulanico em dosagens da
medicina veterinaria. Nos testes com dosagem da medicina humana, 5 isolados
apresentaram resisténcia a cloranfenicol. No trabalho realizado por Lyskova,
Vydrzalova e Mazurova (2007), os autores encontraram um isolado desse género
resistente a amoxicilina com &cido clavulanico e 4 isolados resistentes a cloranfenicol.
Segundo Bortolaia e Guardabassi (2015), ha registros de transferéncia horizontal de
genes de resisténcia entre bactérias do género Enterococcus de animais e humanos,
possuindo relevancia clinica, demandando mais estudos a respeito.

Em nosso trabalho, o isolado do género Pseudomonas que apresentou multipla
resisténcia é relevante, pois, nas UTIs hospitalares, infecgcbes causadas por bactérias
resistentes a multiplos medicamentos sdo um problema grave para pacientes
debilitados. Essa mudltipla resisténcia prevalece nesse setor devido a necessidade
frequente de utilizacdo de antibidticos (MOHAMMADI, 2014). A infeccdo mais
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prevalente é a pneumonia resultante da ventilagdo mecéanica, apresentando taxa de
mortalidade em aproximadamente 80% dos casos, principalmente se for causada por
bactérias dos géneros Pseudomonas ou Acinetobacter (TURKOVIC, 2015). Entre as
bactérias mais resistentes associadas a infec¢cdes em hospitais, estdo Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Enterococcus faecium,
Acinetobacter baumannii, e Enterobacter spp. (RODRIGUES et al, 2018).

Mesmo sendo domésticos e tendo menor contato com ambientes e animais
contaminados, ainda assim os cdes de estimacdo podem ser fontes de disseminacao
de micro-organismos potencialmente patogénicos, inclusive resistentes a antibiéticos,
entre eles, uma consideravel resisténcia ao composto amoxicilina+clavulanato de
potassio, sendo que 7 dos 11 isolados testados, apresentaram resisténcia ao composto
(Tabela 2). O uso indiscriminado de antibiéticos deve ser evitado e a conscientizacéo
da populacdo ao seu respeito deve ser muito frisada, pois o desenvolvimento de
resisténcia pelas bactérias dificulta muito o tratamento dos doentes, podendo leva-los a
Obito. O uso de tratamentos mais potentes, de forma a tentar combater o micro-
organismo resistente causador da infeccdo, pode resultar em efeitos colaterais
indesejados, diminuindo ainda mais o bem-estar do paciente e podendo causar outras
complicacBes. A resisténcia bacteriana é uma discussdo de extrema importancia
atualmente, e que demanda urgentemente a tomada de medidas e precaucdes que
possam reduzir esse impacto & longo prazo (QUEIROZ, 2004; IACG, 2019).
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A grande quantidade de resisténcia a amoxicilina + clavulanato de potéssio,
expressa por 63,6% dos isolados testados, traz consigo, juntamente as outras
resisténcias apresentadas neste trabalho, uma grande preocupacédo. Sabendo-se das
possibilidades de doencas que podem ser transmitidas entre caes e seus donos, a
presenca de bactérias resistentes torna essa possibilidade ainda mais grave. A
resisténcia de bactérias a antibioticos torna cada vez mais dificil o tratamento de
infeccdes, colocando a vida de homens e animais em risco.

Como citado anteriormente, a capacidade das bactérias de compartilhar material
genético torna-as muito perigosas, visto que além de caracteristicas de resisténcia a
antimicrobianos, estas podem adquirir viruléncias. Assim, além de se tornarem
resistentes, podem adquirir capacidade de infectar mais espécies de animais, podendo
ser transmitidas de animais & humanos e vice-versa. Por isso, estudos de identificacdo
dos mecanismos de resisténcia, vém sendo feitos mais frequentemente para o
desenvolvimento de medicamentos mais efetivos, acompanhando as mutacbes e
resisténcias adquiridas por esses micro-organismos.

A conscientizacado do uso de antibiéticos tem sido pregada fortemente, visto que o
uso indevido e em excesso desses medicamentos é o maior causador da selecao de
bactérias resistentes. Os dados obtidos neste trabalho podem ser CUteis para
conscientizacdo do uso destes medicamentos, bem como para avaliagdo do risco
envolvido no contato muito intimo com os animais de estimacdo. Trabalhos envolvendo
a conscientizacdo da populacdo dos cuidados basicos necessarios ao lidar com esses
animais também podem ser feitos utilizando os dados do referente trabalho. Esses
dados também se mostram Uteis na avaliacdo do desenvolvimento de resisténcia a
antimicrobianos das cepas bacterianas locais de Foz do Iguacu, possibilitando a
tomada de medidas para evitar riscos a saude da populacdo. Assim, os objetivos
propostos para este trabalho foram atingidos, que juntando-se a outros trabalhos na
area, contribuem para a prevencdo do desenvolvimento de micro-organismos
resistentes e para a conscientizacdo dos profissionais da saude e da populacdo em

geral sobre o uso de antimicrobianos.
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ANEXO |
UN".A TERMO DE CONSENTIMENTO DE COLETA DE SALIVA
Univers rlarlF Federal
ot Bmeateana
Eu, , autorizo a coleta da saliva do
meu cao, , pela académica Ligia Abboud Gerke, para fins

de trabalho académico de conclusdo de curso, pela Universidade Federal de
Integracao Latino-Americana.

A académica se compromete a enviar por e-mail ou aplicativo de mensagens
(Whatsapp) os resultados globais obtidos das coletas efetuadas, sem identificacao
individual dos cées participantes do referente estudo.

Desejo receber os resultados: Sim |:| N&o |:|

Se sim:

Telefone:

E-mail:

Assinatura do responsavel



