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PORTILHO, F.V.R. Resisténcia in vitro aos antimicrobianos e microbiota bucal de cées
diagnosticada por microbioma e espectrometria de massas. Botucatu, 2020. 60p.
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RESUMO

O estreitamento da relacdo entre tutores e animais de companhia, nas Ultimas décadas,
aumentou consideravelmente o risco de transmissdo de patdgenos dos animais para 0s
humanos. A microbiota da cavidade oral de animais de companhia é polimicrobiana e
estes agentes podem potencialmente infectar humanos pelas mordeduras ou contato
direto com mucosas ou feridas de pele. No entanto, séo escassas as informacées sobre a
identificacdo destes micro-organismos por técnicas moleculares (microbioma,
protedmica). Ainda, o perfil de sensibilidade microbiana in vitro da microbiota
bacteriana bucal de cdes e a etiologia dos agentes envolvidos em mordeduras em
humanos ndo sdo completamente elucidados, posto que muitos cdes sdo errantes e
evadem apos a agressao. Com efeito, o presente estudo investigou a presenca de agentes
de origem bacteriana e fungica na cavidade oral de 100 cées higidos por técnicas de
cultivo microbiano convencional, sequenciamento genético em larga escala
(microbioma) e espectrometria de massas (MALDI-TOF MS), bem como investigou o
perfil de sensibilidade/resisténcia in vitro dos isolados. Foram identificados 213 micro-
organismos de origem bacteriana e 20 de origem fungica. Os agentes bacterianos mais
prevalentes no diagndstico microbiolégico e espectrometria de massas foram
Staphylococcus  pseudintermedius  (40/100=40%), Streptococcus a-hemolitico
(37/100=37%) e Pasteurella stomatis (22/100=22%). O género de fungo mais
prevalente foi Aspergillus (10/100=10%). Imipenem (207/213=97,2%), ceftiofur
(196/213=92%) e amoxicilina/dcido clavulanico (194/213=91,1%) foram o0s
antimicrobianos mais eficazes, enquanto a maior resisténcia dos isolados foi observada
com o uso de sulfametoxazol/trimetoprim (77/213=36,1%), penicilina (75/213=35,2%)
e azitromicina (48/213=22,5%). Multirresisténcia bacteriana foi identificada em 18,8%
dos isolados (40/213), além da deteccdo do gene de resisténcia mecA em trés isolados
(3/49=6,1%) de estafilococos coagulase-positivos, sendo um S. aureus. e dois S.
pseudintermedius. No sequenciamento em larga escala foram identificados
predominantemente os géneros Porphyromonas (32,5%), Moraxella (16,3%),
Fusobacterium (12,8%) e Conchiformibius (9,5%), seguidos em menor frequéncia por
Bergeyella (5%), Campylobacter (3,8%) e Capnocytophaga (3,4%). Alta complexidade

de micro-organismos foi identificada na microbiota oral de cdes aparentemente higidos,
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incluindo agentes de potencial zoonoético. Ainda, os isolados revelaram alta
multirresisténcia aos antimicrobianos convencionais, sendo um problema emergente em
salde publica. No geral, a natureza polimicrobiana da microbiota oral de cédes e a
multirresisténcia dos patégenos aos antimicrobianos convencionais reforcam o risco
potencial de lesdes contaminadas causadas por mordeduras de cdes em humanos e a
necessidade de tratamento dessas lesdes com base na identificacdo etioldgica e perfil de

sensibilidade antimicrobiana dos isolados.

Palavras-chave: cavidade oral, mordida de cdes, sequenciamento em larga escala,
MALDI-TOF.
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PORTILHO, F.V.R. In vitro antimicrobial resistance and oral microbiota of dogs
diagnosed by microbiome and mass spectrometry. Botucatu, 2020. 60p. Dissertacédo
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu,
Universidade Estadual Paulista - UNESP.

ABSTRACT

The close relationship between humans and companion animals in recent decades has
strongly increased the risk of transmission of pathogens from pets-to-humans. The
microbiota of the oral cavity from companion animals is polymicrobial and these agents
may potentially infect humans through bites or by direct contact with mucous
membranes or cutaneous lesions. Nonetheless, the identification of these
microorganisms by molecular techniques (microbiome, proteomics) is scarce. Besides,
the in vitro microbial susceptibility pattern of oral bacterial microbiota from dogs and
the etiology of agents involved in human bites are not fully understood, since many
dogs are homeless and/or evade after aggression. The present study investigated the
presence of bacterial and fungal agents in the oral cavity of 100 healthy dogs based on
conventional microbiological culture, large-scale DNA sequencing (microbiome), and
matrix-assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry (MALDI-
TOF MS). In vitro antimicrobial susceptibility profile of the isolates was assessed as
well. A total of 213 bacterial and 20 fungal microorganisms were identified. The most
prevalent bacterial agents diagnosed by microbiological culture and mass spectrometry
were Staphylococcus pseudintermedius (40/100=40%), a-hemolytic Streptococcus
(37/100=37%), and Pasteurella stomatis (22/100=22%), whereas the most common
genus of fungi was Aspergillus (10/100=10%). Imipenem (207/213=97.2%), ceftiofur
(196/213=92%), and amoxicillin/clavulanic acid (194/213=91.1%) were the most
effective antimicrobials. Conversely, the highest resistance of isolates was observed to
sulfamethoxazole/trimethoprim  (77/213=36.1%), penicillin (75/213=35.2%), and
azithromycin (48/213=22.5%). Multidrug resistance was identified in 18.8% of the
bacterial isolates (40/213), in addition to the detection of the resistance gene mecA in
three isolates of coagulase-positive staphylococci (3/49=6.1%) (one S. aureus and two
S. pseudintermedius). In large-scale sequencing, the most predominant genera were
Porphyromonas (32.5%), Moraxella (16.3%), Fusobacterium (12.8%), and
Conchiformibius (9.5%). Less frequently, there were identified Bergeyella spp. (5%),
Campylobacter spp. (3.8%), and Capnocytophaga spp. (3.4%). High complexity of
agents was identified in oral microbiota of apparently healthy dogs, including pathogens
with zoonotic potential. Also, isolates revealed a high multidrug resistance to
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conventional antimicrobials, an emergent public health issue. Overall, the polymicrobial
nature of oral microbiota of dogs and multi-resistance of the agents to conventional
drugs highlights the potential risk of contaminated lesions caused by bites from dogs-to-
humans, and need for treatment of these lesions based on etiology identification with a
combination of methods, and antimicrobial susceptibility pattern.

Key-words: oral cavity, dog bites, large scale sequencing, MALDI-TOF.
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1. INTRODUCAO E JUSTIFICATIVAS

Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), divulgados pelo
Conselho Federal de Medicina Veterinaria (CFMV), estimaram, em 2015, populacéo de
52 milhdes de cées no Brasil, excluindo os errantes, indicando que a populagéo canina
no pais possa atingir 70 milhGes de animais. Em adicdo, é cada vez mais estreita a
relacdo entre os tutores e seus animais de estimacdo, o que favorece a transmissao de
patogenos dos cdes para 0s humanos, inclusive por mordeduras (OEHLER et al., 2009).

Em geral, a raiva e o tétano representam as principais preocupacées nos casos de
acidentes em humanos ap6s mordeduras de cdes (KNOBEL et al., 2005). Com efeito,
nos humanos agredidos realiza-se, quase que exclusivamente, o protocolo antirrabico e
antitetanico (CAPELLAN e HOLLANDER, 2003; MEGID e ITO, 2016).

A cavidade oral dos cdes é uma das regides corpdreas com maior diversidade de
micro-organismos devido aos habitos alimentares e de lambedura desta espécie animal,
bem como pela falta de higienizacdo bucal (TRABULSI e SAMPAIQO, 2005). Apesar da
pluralidade de micro-organismos que habitam a cavidade oral dos cdes, incluindo de
potencial zoondtico, a microbiota bucal desta espécie ndao tem sido objeto frequente de
estudos, embora esteja diretamente relacionada com a conduta terapéutica de agressoes
em humanos decorrentes de mordeduras. Neste contexto, bactérias aerobias e
anaerdbias, por vezes de potencial zoondtico, ja foram identificadas na microbiota bucal
de cédes aparentemente sadios, sem historico de morder seus tutores ou contactantes
(BRAGA et al., 2005; MEYERS et al., 2008). Nos Estados Unidos da América (EUA),
Oehler et al. (2009) identificaram similaridade entre os micro-organismos isolados a
partir de suabes de mucosa oral de cées e de feridas por mordedura em humanos, o que
sugere possivel transmissdo de agentes entre 0s animais e tutores.

Oliveira (2013) relatou a ocorréncia de 6.707 casos de agressdes por cdes na
cidade de Belo Horizonte, MG, entre 2007 e 2011. Em virtude da complexidade de
micro-organismos, principalmente de origem bacteriana, encontrados na cavidade oral
dos caes, as feridas provocadas por suas mordeduras nos humanos séo consideradas
policontaminadas, fato que dificulta sobremaneira o tratamento (LIN e PATIL, 2015).
Cerca de 20% dos acidentes em humanos por mordeduras de cédes apresentam
complicages por infeccOes de origem bacteriana, principalmente nos casos com
elevada laceragédo da pele integra (WOLFF, 1998). Em casos de laceragdes graves ou

mordeduras que acometem Vvarios grupos musculares, sdo referidas infeccoes
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secundarias como endocardite, meningite, abscesso cerebral e sepse, notadamente em
individuos imunocomprometidos (BROOK, 2003).

Paradoxalmente, sdo escassos 0s estudos visando investigar a microbiota oral de
origem bacteriana e/ou fungica de cdes saudaveis utilizando técnicas moleculares,
tampouco o perfil de sensibilidade/multirresisténcia de bactérias isoladas da microbiota
bucal de cédes, os quais ficam praticamente restritos a relatos de casos de cultivo
microbiologico de lesbes em pacientes humanos agredidos por mordeduras (BAILIE et
al., 1978; OEHLER et al., 2009). Estudos da microbiota bucal de cédes, somados ao
perfil de sensibilidade in vitro, podem nortear os tratamentos em humanos agredidos por
mordeduras de cdes, particularmente por animais errantes ou que evadem apds agredir
os individuos. Neste contexto, em Portugal, Lemsaddek et al. (2016) identificaram em
cdes com periodontite, o predominio de Enterococcus faecalis resistente ao
cloranfenicol, eritromicina, estreptomicina e tetraciclina no teste de sensibilidade
microbiana in vitro.

O refinamento das técnicas de biologia molecular possibilitou, nas ultimas
décadas, o diagnostico microbiolégico com maior sensibilidade, especificidade e em
tempo reduzido. Mais recentemente, a espectrometria de massas e 0 sequenciamento de
micro-organismos em larga escala (microbioma) tém despontado como métodos
promissores para a identificacdo da microbiota em diferentes habitats dos micro-
organismos, estimulando o desenvolvimento de estudos como o projeto microbioma
terrestre e 0 microbioma oceénico, que investigam a complexidade, a ecologia e 0s
biomas em escala mundial (GILBERT et al., 2010, 2014; THOMPSON et al., 2017). Em
humanos, o0 uso do microbioma em cavidade gastrintestinal, oronasal e cutanea é
promissor nas areas de medicina preventiva e do coletivo, que estimulou o projeto
microbioma humano (URSELL et al., 2012). Ainda, o conhecimento dos microbiomas
tem sido objeto de pesquisa em ambientes hospitalares. No entanto, em animais
domeésticos, o reconhecimento do microbioma em mucosas/conjuntiva e suas aplicacfes
em salde ainda sdo incipientes. Neste contexto, ndo foi encontrado na literatura
consultada nenhum estudo com o microbioma da mucosa oral de cdes no Brasil. Com
efeito, o presente estudo pretende investigar a microbiota oral de 100 cées saudaveis,
inclusive patogenos com potencial zoonotico, utilizando exame microbiologico
convencional, espectrometria de massas e microbioma, bem como o perfil de

sensibilidade in vitro dos isolados.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Aspectos da relacao entre os caes e seus tutores

A histéria da domesticacéo dos animais remonta ha mais de 15.000 anos quando,
pela primeira vez, os humanos domesticaram o lobo cinzento (Canis lupus), ancestral
direto dos cdes domésticos (Canis familiaris) (FREEDMAN et al., 2014). Gracas ao
sucesso desta pratica e a pressdo seletiva exercida sobre as espécies ao longo de
décadas, € comum possuir, em dias atuais, animais de companhia nos domicilios
(MAATEN et al., 2016).

O Brasil possui a segunda maior populacao de cdes e gatos do mundo estimados
em 52 e 22 milhdes de animais, respectivamente, superado apenas pelos EUA que
possuem, aproximadamente, 75 milhdes de cdes e 88 milhdes de gatos domiciliados
(OEHLER et al., 2009). Em 2016, o mercado pet brasileiro atingiu faturamento da
ordem de 20 bilhdes de reais (POLI, 2016), considerado um dos mercados mais
promissores no pais (MAATEN et al., 2016). Tal investimento no mercado pet reforca o
fato de que o vinculo homem-animal tem mudado notavelmente ao longo das ultimas
décadas. Os humanos desenvolveram relacdes de afeto e companheirismo com seus
animais de estimacdo, que passaram a desempenhar papel fundamental na manutencéo
da satde mental e fisica de seus tutores sendo, inclusive, referidos popularmente como
“membros das familias” nos domicilios (ARAHORI et al., 2017).

Nos EUA, Chomel e Sun (2011) relataram a existéncia de animais de estimacao
em 61% das residéncias, dos quais 39% sdo cdes. No entanto, dado preocupante deste
mesmo estudo nos EUA reside no fato de que 50% dos proprietarios afirmaram dormir
com seus animais de estimacdo na mesma cama. Resultados semelhantes foram
encontrados no estudo de Overgaauw et al. (2009), na Holanda, no qual 50% das
pessoas permitiam lambeduras de seus cédes na face, 60% dos animais frequentavam o
quarto do tutor e 18% compartilhavam a mesma cama. Na cidade de S&o Paulo, Brasil,
foi estimada a existéncia de, aproximadamente, um cdo para cada quatro pessoas nos
domicilios (CANATTO et al., 2012). Este mesmo estudo apontou que 81,5% destes
tutores possuem os cdes como animais de companhia.

O estreitamento entre as familias e seus animais de estimacdo, bem como
possiveis habitos promiscuos na criacdo dos animais, requerem atencdo para 0S

possiveis riscos que esta relacdo representa, como transtornos comportamentais nos
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animais de companhia (TATIBANA e COSTA-VAL, 2009) ou até mesmo a
transmissdo de enfermidades comuns entre 0s animais e 0s humanos, conhecidas como
zoonoses (MAATEN et al., 2016). Devido a grande diversidade de micro-organismos
presentes na cavidade oral dos cées, bem como os habitos alimentares e de lambedura,
ou ainda pela falta de higienizagéo bucal, os ataques por mordedura de cées representam
importante forma de transmissdo de patdgenos para 0s humanos (TRABULSI e
SAMPAIO, 2005).

Os acidentes por mordidas de cdes ocorrem com maior frequéncia em criangas
entre 5 e 9 anos de idade, principalmente do sexo masculino (HON et al., 2007). Os
locais mais frequentemente atingidos sdo as extremidades do corpo como maos, pes,
bracos e pernas. Particularmente nas criancas, 0 rosto e pescoco também sdo
comumente acometidos (TALAN et al., 1999; HAN et al., 2012).

Estimativas realizadas nos EUA e Europa referiram que os acidentes por
mordeduras de cées e gatos correspondem a aproximadamente 1% das emergéncias
médico-hospitalares atendidas anualmente, gerando custo superior a 100 milhGes de
ddlares/ano nos EUA (DIRE, 1992; WEISS et al., 1998). Em 2001, mais de 350.000
pessoas foram atendidas nos setores de emergéncias nos EUA decorrentes de acidentes
com cdes (OEHLER et al., 2009). Com efeito, é possivel que o numero de agressdes por
mordeduras de cdes em humanos seja superior ao estimado nos estudos ou registros das
Unidades de Saude e hospitais ocorrendo, certamente, subnotificacdo destes acidentes
na populagéo (WEISS et al., 1998).

Pit bull terriers, rottweilers e pastores alemdes estdo entre as racas de cdes com
maior indice de envolvimento em acidentes por mordedura em humanos (SHULER et
al., 2008). No Brasil, segundo o Ministério da Saude (MS), em 2010 ocorreram 619
internacOes de pacientes decorrentes de ataques de cées, dos quais 413 (67%) foram na
regido Sudeste (OLIVEIRA, 2013). Em Franca, SP, foram registradas 983 agressoes por
mordedura de cédes entre 2005 e 2009 (NASCIF JUNIOR et al., 2012). Durante o
periodo entre 2000 e 2009 foram registrados 4.149 atendimentos para profilaxia
antirrabica no municipio de Jaboticabal, SP (NUNES, 2012). J& no estado de Minas
Gerais, Oliveira (2013) relatou a ocorréncia de 6.707 casos de agresses por cdes na
cidade de Belo Horizonte entre 2007 e 2011.
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2.2 Implicacdes dos acidentes por mordeduras de cées

E notorio que o virus da raiva e o tétano representam as maiores preocupagoes
nos casos de acidentes em humanos apds mordeduras de cdes (KNOBEL et al., 2005).
Apesar de passivel de prevencéo, a raiva permanece como causa preocupante de ébito
em praticamente 100% dos casos, particularmente em paises em desenvolvimento,
representando desafio constante para os profissionais de satde (FRIAS et al., 2011).

O protocolo antirrabico comumente adotado apos acidentes por mordedura de
cées inclui, ao critério do médico responsavel, a higienizagdo do local da ferida com
agua corrente e sabdo, além do uso de vacinas e/ou soro antirrdbico, dependendo dos
fatores citados anteriormente (MEGID e ITO, 2016). Além do protocolo antirrabico, sdo
necessarias medidas de higienizacdo local com perdxido de hidrogénio e uso de vacinas
e/ou soro antitetanico nos pacientes agredidos por cdes (CAPELLAN e HOLLANDER,
2003).

A grande diversidade de micro-organismos, principalmente de origem
bacteriana, encontrada na cavidade oral dos cées, torna as feridas provocadas por
mordeduras altamente contaminadas (LIN e PATIL, 2015), exigindo cuidados especiais
e tratamento com antimicrobianos de amplo espectro de agdo (OEHLER et al., 2009).
Em 1978, estudo com amostras de secrecdes orais de cdes conduzido em Manhattan,
EUA, observou predominio de isolamento de Pasteurella multocida, Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, estreptococos do grupo D, Corynebacterium sp.,
Neisseria sp., e Moraxella sp., reforcando a presenca de agentes potencialmente
infectantes para humanos na microbiota oral de cdes (BAILIE et al., 1978).

Talan et al. (1999) identificaram, nos EUA, bactérias dos géneros Pasteurella,
Streptococcus, Fusobacterium e Capnocytophaga em feridas de humanos causadas por
mordedura de cées, ressaltando a necessidade de cuidados especiais e antibioticoterapia
nos pacientes. No mesmo estudo, os autores salientaram para os riscos de infeccdes em
humanos, agredidos por cées, por S. aureus resistentes a meticilina (MRSA).

No Brasil, Santin et al. (2013) isolaram leveduras da cavidade oral de cées sem
manifestacdes clinicas, exceto halitose. Os principais micro-organismos encontrados
foram Malassezia pachydermatis, Rhodotorula sp., Candida albicans, Candida
catenulata, Candida famata, Candida guilliermondii, Candida parapsilosis, Candida
intermedia, Trichosporon asahii, Trichosporon mucoides e Cryptococcus albidus. E

possivel notar que os micro-organismos identificados nas lesdes cutaneas de humanos
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apos a mordedura de cédes sdo similares aos encontrados na microbiota oral normal dos
animais (OEHLER et al., 2009). A inoculagdo traumatica dos micro-organismos no
tecido cutaneo e subcutaneo propicia condi¢cdes locais de multiplicacdo destes agentes,
inflamacéo local e, ocasionalmente, de disseminacédo linfo-hematica para outros 6rgaos
e tecidos (BROOK, 2003; ZAMBORI et al., 2013). Apesar da expressiva populacdo de
caes no Brasil, sdo incipientes ou praticamente inexistentes estudos com a microbiota

oral de caes.

2.3 Micro-organismos mais frequentes na cavidade bucal de cées

2.3.1 Pasteurella multocida

Descrita ha mais de 125 anos por Louis Pasteur como o agente etiolégico da
colera das aves, Pasteurella multocida (P. multocida) foi posteriormente relacionada a
outras enfermidades em animais de producdo, como septicemia hemorragica dos
bovinos e rinite atréfica dos suinos, causando grandes prejuizos econdmicos para
produtores rurais (HARPER et al., 2006).

As espécies pertencentes ao género Pasteurella sdo, comumente, patdgenos
oportunistas. A transmissdo entre 0s animais ocorre predominantemente por via
aerégena. No entanto, para 0os humanos, a transmissdo curiosamente ocorre secundaria a
mordedura de animais de companhia e, menos frequentemente, pelo contato com
secrecdes nasais dos animais, uma vez que podem ser encontradas como habitantes
normais da cavidade oronasal de cdes e gatos (HARPER et al., 2006; DENDLE e
LOOKE, 2008; SALERNO e PAES, 2016).

Rempe et al. (2009) referiram, nos EUA, o isolamento de P. multocida em 50%
das amostras de feridas de humanos causadas por mordeduras de cées e em 75% das
amostras de acidentes com gatos. Outra importante forma de transmissdo do patdgeno €
representada pela lambedura de animais em feridas cutaneas e mucosas de humanos
(KAWASHIMA et al., 2010).

Animais domesticos com pasteurelose podem ser assintomaticos ou apresentar
abscessos cuténeos e em oOrgdos. No entanto, a principal manifestacdo nos animais é
representada por sinais respiratérios que podem variar, nos casos mais leves, desde
espirros, exsudagdes serosas e rinite, e pneumonia e septicemia nos casos mais graves
(WILSON e HO, 2013).
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Velez et al. (2010) relataram, nos EUA, que a taxa de mortalidade da
pasteurelose em humanos é bem menor quando comparada aos animais. Quando
adquirem a doenca pela mordedura de cées, os sinais mais comuns nos humanos sdo
edema, celulite e exsudato purulento ou sanguinolento no local da agressao.
Ocasionalmente, sdo referidas complicagdes graves como osteomielite, endocardite e
meningite, causadas pela disseminacgdo sisttmica do agente a partir da lesdo cuténea
priméaria (WILSON e HO, 2013).

2.3.2 Estafilococos e estreptococos

Espécies de Staphylococcus sp. e Streptococcus sp. sdo frequentemente isoladas
de feridas em humanos provocadas por mordeduras de cées, causando celulite e
linfangite (TALAN et al., 1999). As espécies de estreptococos isoladas mais
frequentemente sdo S. mitis, S. mutans e S. pyogenes, enquanto as espécies mais comuns
de estafilococos sdo S. aureus, S. epidermidis e S. warneri (ABRAHAMIAN e
GOLDSTEIN, 2011).

2.3.3 Outros patogenos

Grande variedade de micro-organismos de origem bacteriana e fngica tem sido
identificada na microbiota bucal de cées, incluindo actinomicetos, enterobactérias,
Bacillus spp. e Micrococcus spp. (BAILIE et al., 1978; TALAN et al., 1999;
KAWASHIMA et al., 2010; ABRAHAMIAN e GOLDSTEIN, 2011). No entanto, tem-
se observado pouca atencdo na identificacdo de micro-organismos de origem flngica
(SANTIN et al., 2013) e bactérias microaerofilas e anaerébicas (ABRAHAMIAN e
GOLDSTEIN, 2011). Neste contexto, Capnocytophaga canimorsus foi isolada pela
primeira vez do sangue e do liquor de um paciente mordido por cdo em 1976 e ficou
conhecida, entre as décadas de 1980 e 1990, como o “micro-organismo das mordidas de
caes” (LION et al., 1996), causando desde celulite (OEHLER et al., 2009) até
complicacBes como meningite e endocardite em pacientes debilitados (MEYER, et al.,
2008).

Abscessos ou lesdes causadas pela mordedura de cdes em humanos propiciam
também a multiplicacdo de bactérias anaerdbias, com predominio de espécies de
Fusobacterium. A multiplicacdo de bactérias aerobicas nas lesGes apds a mordedura dos

caes, que consomem o oxigénio local no tecido afetado, pode favorecer a multiplicacéo
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secundaria de organismos anaerdbicos, posto que ambos estdo presentes na microbiota
oral de cdes saudaveis (ABRAHAMIAN e GOLDSTEIN, 2011). Entretanto, devido ao
maior tempo de incubacao e condigdes especificas para o isolamento in vitro, 0s micro-
organismos anaerobicos sdo, provavelmente, negligenciados ou subdiagnosticados nas

lesGes em pacientes agredidos por mordeduras de cdes (TALAN et al., 1999).

2.4 Aspectos do diagndstico molecular da microbiota oral de cées

A maioria dos estudos envolvendo o diagndstico da microbiota oral de caes
higidos tem sido conduzida com técnicas microbioldgicas convencionais (BRAGA et
al., 2005; SANTIN et al., 2013; ZAMBORI et al., 2013). No entanto, o refinamento das
técnicas de biologia molecular, como o sequenciamento total, protedbmica e
sequenciamento em larga escala, tem possibilitado o diagnéstico mais acurado de
micro-organismos, a identificacdo de populagfes microbianas em ambientes terrestres e

aquaticos, bem como em mucosas e conjuntivas de humanos e animais.
2.4.1 Espectrometria de massas (MALDI-TOF MS)

Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry
(MALDI-TOF MS) é uma técnica analitica que se fundamenta na ionizagdo de
compostos quimicos sob a forma de moléculas carregadas, cuja propor¢do de massa por
carga e espectro de massa podem ser aferidos. Primordialmente foi utilizada em ensaios
quimicos. No entanto, na década de 1980, o desenvolvimento de ionizacdo por
dessorcdo a laser assistida por matriz (MALDI) possibilitou maior aplicabilidade da
técnica em grandes moléculas bioldgicas como as proteinas (SINGHAL et al., 2015).

Na Bélgica, Magnette et al. (2016) utilizaram a espectrometria de massas para
confirmar o diagnoéstico fenotipico e molecular de isolados de Capnocytophaga
canimorsus e C. cynodegmi obtidos da cavidade oral de cées e de feridas de humanos
agredidos por mordedura. A técnica vem sendo bastante empregada, também, no
diagnostico de agentes causadores de mastite em vacas leiteiras em varios paises
(NONNEMANN et al., 2019), inclusive no Brasil (BARRERO et al.,, 2010;
GONGCALVES et al., 2014).



253

254
255
256
257
258
259
260
261
262
263
264
265
266
267
268
269
270
271
272
273
274
275
276
277
278
279
280
281
282
283
284

2.4.2 Microbioma

Os microbiomas sdo reconhecidos como populacBes complexas de micro-
organismos e tém estimulado o desenvolvimento de projetos em escala global, como os
projetos microbioma terrestre e oceanico (GILBERT et al., 2010, 2014; THOMPSON et
al., 2017), além do projeto microbioma humano (URSELL et al., 2012). O diagnoéstico
molecular em larga escala vem suprir a deficiéncia de métodos convencionais de cultivo
que ndo obtém sucesso no isolamento de certos micro-organismos, que requerem
exigéncias especificas, incluindo nutrientes, tensdo de oxigénio e CO2, temperatura e
pH. Os projetos de microbiomas sdo um esforco cientifico mundial e despontam como
promissores para a identificacdo e producdo de atlas da microbiota terrestre, em
diferentes habitats terrestres e oceanico, visando identificar a complexidade microbiana,
a ecologia e os biomas em escala global (THOMPSON et al., 2017). O projeto
microbioma humano tem se proposto a estudar populagdes de micro-organismos na
cavidade gastrintestinal, oronasal e cutdnea (nas superficies corporais). Muitas
bactérias, fungos, virus e pequenos eucariotos ndo sao nocivos em condi¢Ges normais de
equilibrio populacional na pele, em mucosas e conjuntivas de humanos e animais e, por
vezes, sao fundamentais para a manutencdo da salde, evitando a multiplicacdo
desordenada de patogenos. Este projeto vislumbra perspectivas promissoras de
medicina preventiva, do coletivo ou mesmo personalizada, a partir do conhecimento da
microbiota dos individuos, bem como de ambientes hospitalares (AFSHINNEKOO et
al., 2015; THOMPSON et al., 2017).

Em animais domésticos, o0 reconhecimento do microbioma em
mucosas/conjuntiva e suas aplicacbes em salde animal ainda sdo incipientes. O
microbioma j& foi utilizado, nos EUA (OIKONOMOU et al., 2012; QUIGLEY et al.,
2013; OIKONOMOU et al., 2014) e na india (BHATT et al., 2012) para a identificacdo
de populacbes de micro-organismos em amostras de leite de vacas saudaveis e com
mastite. Ainda, foi utilizado para identificacdo de micro-organismos em amostras de
fezes de cdes na Inglaterra (HAND et al., 2013) e na cavidade oral de cdes nos EUA
(ISAIAH et al., 2017) e no Canada (STURGEON et al., 2013). No Brasil, a técnica foi
utilizada no estudo de amostras de leite caprino (LEON, 2018), assim como do
conteddo uterino de vacas recém paridas (MACHADO et al., 2012). No entanto, ndo foi

encontrado nenhum estudo com o microbioma da mucosa oral de cées do pais.
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2.5 Aspectos do tratamento de humanos agredidos por mordeduras de caes

As principais medidas recomendadas para humanos ap0s acidentes por
mordeduras de cdes, em se tratando de profilaxia contra a raiva e tétano, incluem
lavagem rigorosa do local acometido com agua e sabéo, uso de perdxido de hidrogénio
e 0 uso de vacinas e/ou soro antirrdbicos e antitetanicos, ao critério do médico
responsavel pelo paciente, tendo em vista o historico vacinal da vitima e do animal, o
local e gravidade da lesdo e a presenca ou ndao do cdo agressor no domicilio
(CAPELLAN e HOLLANDER, 2003; MEGID ¢ ITO, 2016).

Posto que as mordeduras sdo classificadas como infecgdes polimicrobianas, as
feridas mais graves sdo tratadas, quase que indistintamente, com antimicrobianos de
amplo espectro, visando evitar complicacdes locais ou por disseminagdo dos patdgenos
(ABRAHAMIAN e GOLDSTEIN, 2011; LIN e PATIL, 2015). No entanto, por vezes, 0
tratamento ndo tem respaldo de testes de sensibilidade in vitro dos isolados. Neste
contexto, o uso ndo racional de antimicrobianos em animais e humanos, sem testes
prévios de sensibilidade in vitro, pode aumentar a pressdo seletiva para bactérias
multirresistentes, que é considerada preocupacéo de ordem mundial (GIGUERE et al.,
2010), principalmente no contexto de Satide Unica (One Health) (RIBEIRO et al., 2015;
PENA et al., 2016).

A amoxicilina com &cido clavulanico é a associacdo de antimicrobianos mais
indicada para pacientes com feridas contaminadas por mordedura de cées
(GOUNGEON et al., 2007; OEHLER et al., 2009). Para pacientes alérgicos as
penicilinas, recomenda-se a associacdo de doxiciclina com metronidazol (OEHLER et
al., 2009). Alternativamente, Gougeon et al. (2007) sugeriram, na Franga, 0 uso de
clindamicina, tetraciclina ou cloranfenicol. No entanto, Oehler et al. (2009), nos EUA,
observaram resisténcia in vitro de isolados de P. multocida diante da clindamicina.
Outros antimicrobianos que se mostraram ineficazes in vitro em isolados de P.
multocida obtidos de leses em humanos nos EUA, ap6s mordeduras de cdes, foram
eritromicina e cefalexina (WILSON e HO, 2013).

Nos casos de infec¢bes por S. aureus meticilina-resistentes foi recomendado o
uso de doxiciclina ou sulfametoxazol/trimetoprim (MORGAN e PALMER, 2007). Para
gestantes, as cefalosporinas de terceira geracdo como a ceftriaxona e cefpodoxima

constituem as opg¢des mais seguras (OEHLER et al., 2009).
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2.6 Consideragdes sobre a multirresisténcia aos antimicrobianos

A ocorréncia de bactérias multirresistentes aos antimicrobianos representa um
dos problemas mais preocupantes em satde plblica e animal (GIGUERE et al., 2010).
O conhecimento do fendmeno de resisténcia dos micro-organismos a agentes quimicos
e fisicos remonta desde a era microbiana. Ap6s o advento do uso clinico das
sulfonamidas em 1933 e, posteriormente, da penicilina em 1941, foi especulado que a
resisténcia das bactérias aos antimicrobianos poderia ocorrer de forma natural ou
adquirida. Ao descobrir a penicilina em 1929, Alexander Fleming também observou,
paralelamente, a resisténcia natural de micro-organismos ao farmaco (TAVARES,
2007).

A resisténcia aos antimicrobianos é um fendmeno genético relacionado a
presenca de genes no micro-organismo que codificam diferentes mecanismos
bioquimicos capazes de impedir a acdo bacteriostatica ou bactericida do antimicrobiano
(TAVARES, 2007; ANDRADE e GIUFFRIDA, 2008). O desenvolvimento de
resisténcia pelos micro-organismos pode ocorrer via cromossomal (como resultado de
mutaces espontaneas) ou pela transferéncia de material genético, por plasmideos e
outros elementos mdveis, de uma bactéria para outra, por transducdo (transferéncia de
genes por bacteriéfagos), transformacdo (incorporacdo de DNA liberado por outra
bactéria), conjugacdo (transferéncia de elementos genéticos por ponte citoplasmatica),
integrons e transposons (material genético movel) (GIGUERE et al., 2010). Os
plasmideos sdo segmentos de DNA extra-cromossomal capazes de se replicarem
independente do cromossoma bacteriano, contendo informacgdes genéticas para a
producdo de toxinas, uso de substratos, producdo de fatores de colonizacdo e de
resisténcia aos antimicrobianos, estes ultimos denominados também plasmideos de
resisténcia (fator R). Os transposons sdo pequenos fragmentos de DNA capazes de se
movimentar entre as bactérias (plasmideos, cromossomos ou bacteriéfagos), podendo
conter genes de resisténcia aos antimicrobianos (TAVARES, 2007; ANDRADE e
GIUFFRIDA, 2008; GIGUERE et al., 2010).

A resisténcia de uma bactéria a um determinado antimicrobiano pode gerar
também resisténcia cruzada aos farmacos da mesma classe. Ainda, bactérias ndo
patogénicas ou comensais podem adquirir resisténcia aos antimicrobianos que
habitualmente seriam eficazes diante destes organismos (QUINN et al., 2011). Outros

mecanismos de resisténcia bacteriana aos antimicrobianos sdo representados por
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diminuicdo da permeabilidade da parede celular bacteriana, produgéo de enzimas que
inativam o farmaco, transporte ativo do farmaco para fora da bactéria, desenvolvimento
de vias metabolicas alternativas e alteracdo de receptor da bactéria para o
antimicrobiano (ANDRADE e GIUFFRIDA, 2008).

O aumento da ocorréncia de linhagens multidroga resistentes coincide com a
ampla utilizacdo de diferentes grupos de antimicrobianos, notadamente a partir da
década de 1960, no tratamento de diversas manifestagdes clinicas em humanos e em
animais, com o uso industrial de farmacos na conservacdo de alimentos e na medicina
experimental (TAVARES, 2007). Na medicina, a ocorréncia de micro-organismos
multirresistentes € notdéria em ambientes hospitalares. Ja na medicina veterinaria,
particularmente em animais de producéo, o uso por décadas de antimicrobianos como
“promotores do crescimento” de aves e suinos (SAWANT et al., 2007; ANDRADE e
GIUFFRIDA, 2008; SOBESTIANSKY e BARCELLOS, 2012), na profilaxia de
doencas especificas em animais como na terapia da vaca seca (SANTOS e FONSECA,
2007), ou mesmo estimulado pelo apelo comercial de certos farmacos, provavelmente
favoreceu o aumento da pressdo seletiva para isolados multirresistentes (RIBEIRO,
2008).

O uso indevido ou nédo racional dos antimicrobianos (subdoses, superdoses,
tempo de tratamento insuficiente, tratamento sem o respaldo de testes de sensibilidade
in vitro, descontinuidade do tratamento) pode aumentar a pressdo de selecdo para
bactérias com resisténcia intrinseca ou adquirida aos antimicrobianos (TAVARES,
2007; RIBEIRO, 2008). Nesses casos, a populacdo bacteriana resistente multiplica-se
desordenadamente e a resisténcia aos farmacos pode ser transmitida para micro-
organismos da mesma espécie e, por vezes, até para outros géneros de bactérias
(TAVARES, 2007; ANDRADE e GIUFFRIDA, 2008, GIGUERE et al., 2010).

O uso de antimicrobianos em infec¢des bacterianas em animais e em humanos
deveria ser realizado com base em testes in vitro de sensibilidade dos isolados. O
tratamento respaldado em testes de sensibilidade microbiana in vitro favorece a tomada
de decisdo na escolha do fa&rmaco de elei¢do para uma determinada infec¢do, aumenta as
taxas de cura e evita 0 uso em isolados néo sensiveis. Paralelamente, possibilita também
monitorar a ocorréncia de multirresisténcia bacteriana. No entanto, nem sempre a
sensibilidade in vitro assegura a eficécia in vivo em todas as situa¢Bes de tratamento,
posto que varios fatores intrinsecos aos micro-organismos, aos farmacos, ao local de

infeccdo, ao tipo de reagdo inflamatoria, a evolugdo do caso, a precocidade do
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tratamento e a espécie animal, contribuem para o sucesso do tratamento (ANDRADE e
GIUFFRIDA, 2008; RIBEIRO, 2008; GIGUERE et al., 2010).

Em animais com sinais graves de doencas que necessitam de tratamento
imediato, por questdes econémicas, ou mesmo logisticas (dificuldade de acesso a
laboratérios e pessoal capacitado), nem sempre é possivel realizar os testes de
sensibilidade in vitro previamente a instituicio do tratamento (ANDRADE e
GIUFFRIDA, 2008). Assim, na pratica médica veterinaria, na impossibilidade de
realizacdo de testes in vitro de sensibilidade aos antimicrobianos, a escolha do farmaco
para o tratamento recai, por vezes, na experiéncia do profissional em casos pregressos,
na avaliagdo da relagdo custo/beneficio, ou mesmo no apelo comercial de certos
produtos. O conjunto destes fatores pode resultar em baixa eficicia terapéutica, uso
indevido ou ndo racional de farmacos e consequente aumento da pressdo de selecdo para
bactérias multirresistentes (RIBEIRO, 2008).

2.7 S. aureus meticilina-resistentes

Em diferentes paises tem-se destacado a emergéncia de estafilococos meticilina-
resistentes (do inglés, meticilin-resistant Staphylococcus - MRS) nos animais e humanos
(KING et al.,, 2006). A meticilina foi introduzida na rotina meédica em 1959,
representando farmaco de escolha no tratamento das infeccBes estafilococicas
(MARTINS e CUNHA, 2007). O primeiro relato de S. aureus resistente a meticilina
data de 1961 (FITZGERALD et al., 2001). A resisténcia a meticilina é codificada pelo
gene mecA, localizado em uma ilha de patogenicidade denominada Staphylococcal
Cassette Chromosome (SCCmec), elemento genético mdvel que pode ser transmitido
entre diferentes espécies de estafilococos (MANDELL et al., 2005; ROZGONY]| et al.,
2007). O gene mecA codifica uma proteina ligadora de penicilina alternativa - PBP
(PBP’2 ou PBP2a) com baixa afinidade a oxacilina e a outros antimicrobianos do grupo
dos B-lactdmicos, reconhecido como um dos principais mecanismos de resisténcia
destas bactérias (MANDELL et al., 2005). A dificuldade de tratamento dos pacientes
infectados por Staphylococcus meticilina-resistentes (MRS) determina longos periodos
de hospitalizacdo, gastos com internacdes e altos indices de mortalidade (ROZGONY!
et al., 2007). Neste contexto, Oehler et al. (2009) relataram, nos EUA, casos de
septicemia em pacientes humanos como complicagdo de infecgdes por mordidas de cées

causadas por S. aureus meticilina-resistentes ou MRSA (do inglés, meticilin-resistant
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Staphylococcus aureus), salientando grande preocupacdo dos profissionais de salde
com as dificuldades de tratamento antimicrobiano nesses pacientes.

Considerando a grande populacdo de cdes no Brasil e o0 estreito contato dos
tutores com os animais de companhia, a complexidade da microbiota oral de cdes
contendo agentes potencialmente infectantes para humanos, o reduzido numero de
estudos envolvendo a microbiota oral de cdes sadios utilizando técnicas moleculares de
vanguarda (microbioma e espectrometria de massas) e a emergéncia da multirresisténcia
bacteriana aos antimicrobianos; o presente estudo investigou a microbiota oral
bacteriana e flangica de 100 cdes higidos utilizando técnicas microbioldgicas
convencionais e moleculares (sequenciamento em larga escala e MALDI-TOF MS),

bem como o perfil in vitro de sensibilidade bacteriana dos isolados aos antimicrobianos.

3. OBJETIVOS
Geral:
v Investigar a microbiota de origem bacteriana e fingica da cavidade oral de cédes

higidos e o perfil de sensibilidade bacteriana in vitro dos isolados.

Especificos:

v Investigar a microbiota bucal dos cdes por métodos tradicionais de cultivo
microbiano e por métodos moleculares (MALDI-TOF e sequenciamento em larga
escala - microbioma);

v Avaliar o perfil de sensibilidade/resisténcia in vitro dos isolados de origem
bacteriana diante dos principais antimicrobianos utilizados em cées e/ou no tratamento
de humanos agredidos por mordeduras;

v Investigar a ocorréncia de multirresisténcia dos isolados bacterianos aos

antimicrobianos, incluindo S. aureus meticilina-resistentes.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA)

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP, protocolo numero 0077/2018. Todos os
tutores (proprietarios) que permitiram a colheita de material dos cédes assinaram termo
de “Consentimento livre e esclarecido”, para conhecimento dos procedimentos de

colheita, bem como responderam ao questionério epidemioldgico (Anexo).
4.2 Animais e colheita de amostras

Foram colhidas amostras bucais de cées aparentemente higidos do municipio de
Botucatu, SP. O célculo do tamanho amostral foi realizado com base na prevaléncia de
20% de isolamento de Pasteurella multocida da cavidade oral de cédes higidos, com
nivel de confianca de 95% e erro absoluto de 5% (THRUSFIELD, 2007), que estimou
amostragem minima de 100 cées necessarios para o estudo.

Os caes foram submetidos a colheita, em triplicata, de suabes de cavidade oral
(um para estoque e dois para os cultivos microbioldgicos) utilizando contencao fisica.
As colheitas foram realizadas nos domicilios dos tutores, friccionando-se os suabes
esterilizados contra os dentes, gengiva, lingua, mucosa jugal e palato duro dos animais.
Em seguida, dois suabes foram armazenados em meio de transporte Stuart e um em
microtubo com solucdo salina estéril, mantidos em refrigeracdo (4-8°C), e
encaminhados imediatamente ao Laboratério de Microbiologia, do Departamento de
Producdo Animal e Medicina Veterinaria Preventiva da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP,
para a realizacdo de exames microbioldgicos. O suabe destinado ao estoque foi
congelado a -20°C.

Dados de idade, raca, género, tipo de alimentacdo (racdo ou comida caseira),
comportamento (décil ou agressivo), profilaxia contra raiva, habitos de convivio com os
tutores e historico de mordeduras dos tutores ou contactantes dos animais foram obtidos
junto aos proprietarios (Anexo).

Os critérios adotados para incluséo dos animais no estudo foram: 1) auséncia de
administracdo de antimicrobianos, por qualquer via, nos ultimos 30 dias (tomando-se
como base a data da colheita); 2) auséncia de doenga periodontal grave; 3) auséncia de

qualquer enfermidade sistémica e tegumentar concomitante.



473

474
475
476
477
478
479
480
481
482
483
484
485
486
487
488
489
490
491

492

493
494
495

496
497

498
499
500
501
502

16

4.3 Cultivo microbiolégico e fungico

Todas as amostras foram cultivadas simultaneamente em condicdes de aerobiose
e microaerofilia (5% de CO) no meio de agar sangue (Oxoid®, Sdo Paulo, Brasil)
acrescido de sangue ovino (5-7%), mantidas por 72 horas, a 37°C e, em aerobiose, no
meio seletivo de MacConkey (Oxoid®, Sdo Paulo, Brasil), nas mesmas condicdes
supracitadas. Ainda, as amostras foram cultivadas em &gar sangue em condicdes de
anaerobiose, a 37°C, mantidas por quatro dias em estufa, bem como cultivadas no agar
Sabouraud (Oxoid®, S&o Paulo, Brasil) acrescido de cloranfenicol (25mg/500mL),
mantidas em estufa a 37°C, por 10 dias. Os micro-organismos isolados em condicdes de
aerobiose e microaerofilia foram classificados de acordo com caracteristicas
morfotintoriais e bioquimicas (QUINN et al., 2011).

Os micro-organismos de origem fungica foram encaminhados ao Laboratério de
Micologia, do Instituto de Biociéncias da UNESP/Botucatu, SP, para identificacdo de
género por técnicas microbiologicas (LACAZ et al., 2002; ZAITZ et al., 1998).

Coldnias suspeitas de clostridios isoladas em condi¢des de anaerobiose foram
encaminhadas para o Laboratorio de Anaerdbios da Universidade Federal de Minas
Gerais visando a identificacdo fenotipica do género Clostridium sp. (QUINN et al.,
2011; MEGID et al., 2016) e de espécies com base na técnica de MALDI-TOF, segundo

as recomendac0es do fabricante (Bruker e Daltonics, EUA).
4.4 Isolamento seletivo de Pasteurella spp.

Todas as amostras de suabes de cavidade oral dos cées foram submetidas ao
cultivo seletivo do género Pasteurella no meio de agar sangue ovino contendo 6ug de
vancomicina (VIANA et al., 2007).

4.5 lIsolamento seletivo de S. aureus e caracterizacdo de isolados meticilina-
resistentes (gene mecA)

Todas as amostras de suabes orais foram semeadas no meio de agar de ovo-
telurito-glicina-piruvato (BD Baird-Parker Agar®, Heidelberg, Alemanha) acrescido de
gema de ovo com telurito de potassio (EY Tellurite Enrichment, Difco™, Heidelberg,
Alemanha) e mantidas em condi¢Oes de aerobiose a 37°C, por 48 horas, com vistas ao

isolamento de estafilococos. A deteccdo do gene mecA foi realizada no Laboratorio de



503
504
505
506
507
508
509
510
511
512
513
514
515
516
517
518
519
520
521
522
523
524
525
526
527
528
529
530
531
532
533

17

Microbiologia do Instituto de Biociéncias da UNESP/Botucatu, SP, conforme descrito
por Murakami et al. (1991).

O acido nucléico total foi extraido de col6nias de Staphylococcus spp. cultivadas
em agar sangue, inoculadas individualmente em caldo infuséo cérebro e coracdo (BHI)
e incubadas a 37°C por 24 horas. Para a extracdo foi utilizado o Kit Illustra (GE
Healthcare, Buckinghamshire, Reino Unido) que consiste na digestao inicial das células
de estafilococos com lisozima (10 mg/ml) e proteinase K (20 mg/mL). A seguir, 500 pL
da solucéo de extracdo foi adicionada a mistura e centrifugada a 5.000 x g por 1 minuto.
Em seguida, o sobrenadante foi transferido para a coluna GFX e centrifugado a 5.000 x
g por 1 minuto. O liquido coletado foi descartado e 500 uL de solucdo de extracdo foi
adicionado novamente a coluna. Apos a centrifugacdo e descarte do liquido coletado,
500 uL da solugdo de lavagem foi adicionada a coluna, submetida a centrifugacdo a
14.000 rpm por 3 minutos. A coluna foi transferida para um tubo de 1,5 mL e 200 uL de
agua Milli Q aquecida a 70°C foram utilizados para a eluicdo. As amostras foram
centrifugadas novamente a 5000 x g por 1 minuto e a coluna de GFX desprezada. O
DNA extraido foi estocado em temperatura de congelacéo a -20°C.

As reacles de PCR para a deteccdo do gene mecA foram realizadas em tubos de
microcentrifuga de 0,2 mL em volumes totais de 25 pL contendo 10 pmol de cada
primer (primer mecAl = 5> AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGGC, 533pb e primer
mecA2 = 5" AGT TCT GCA GTA CCG GAT TTGC), 2,5U de Taq DNA polimerase,
200uM de desoxirribonucleotideos trifosfatados, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 0,75mM
de MgCI2 e 3uL de DNA MasterCycler™ gradient (Eppendorf, Hamburgo, Alemanha)
empregando as seguintes condices: 40 ciclos de desnaturacdo a 94°C por 30 segundos,
anelamento dos primers a 55°C por 30 segundos e extensdo a 72°C por um minuto. Em
todas as reacdes foram utilizadas linhagens de referéncia, como controle positivo (S.
aureus ATCC 33591) e negativo (S. aureus ATCC 25923).

A eficiéncia das amplificagdes foi confirmada pela eletroforese em gel de
agarose 2% preparada em tampdo Tris-Borato-EDTA (TBE) 0,5M. Como padrdo foi
utilizado marcador de peso molecular de 100 pb. O DNA foi corado com Syber-safe e,

posteriormente, fotografado sob transiluminacéo ultravioleta.
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4.6 Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry —
MALDI-TOF

Todos os isolados compativeis com estafilococos e pasteurela foram submetidos
a espectrometria de massas no laboratério de Pesquisa de Qualidade do Leite
(QUALILEITE) do Departamento de Nutricdo e Producdo Animal da FMVZ-
USP/Pirassununga, SP. Para tanto, entre 3 e 4 colonias recém isoladas (24 a 48h) em
agar sangue foram submetidas a extracdo com 20-40uL de acido férmico (70%) e
centrifugadas, visando a lise bacteriana e liberacdo de proteinas (predominantemente de
origem ribossomal) e formac&o de ions, necessarios para a identificacdo dos espectros
bacterianos. Apos 15 minutos, foi adicionado em cada amostra 20-40uL de acetromil
(100% P.A.) na mesma proporcao do acido formico (1:1) e centrifugado. Em seguida,
1uL da solucdo de cada amostra foi adicionada em placas especificas contendo 96 pocos
(Bruker e Daltonics™, Bremen, Alemanha) e mantidas por alguns minutos para secar
em temperatura ambiente. Os pocos com as amostras secas foram cobertos com 1uL de
solucdo matriz (&cido 2-ciano-4-hidroxicinamico diluido a 50% de acetromil e 2,5% de
acido trifluoracético). As placas foram dispostas no recepticulo do equipamento
MALDI-TOF MS™ (Bruker e Daltonics™, Bremen, Alemanha), operado com 337-nm
de laser. Os dados dos espectros foram analisados entre 2.000-20.000m/z, usando o
software FlexControl 3.3. A caracterizacdo em nivel de espécie dos micro-organismos
foi considerada somente para isolados com espectros > 2.0 (BARREIRO et al., 2010;
GONCALVES et al., 2014).

4.7 Perfil de sensibilidade microbiana in vitro

Os isolados de origem bacteriana foram submetidos ao teste de sensibilidade
microbiana in vitro, pelo método de difusdo com discos, com suspensdes equivalentes a
turbidez 0,5 da escala de McFarland, segundo as recomendag¢fes do Clinical
Laboratory Standards Institute - CLSI (CLSI, 2015; 2019). Foram utilizados 12
antimicrobianos pertencentes a seis grupos (classes) indicados para o tratamento de
diferentes afeccdes de origem bacteriana em cées (GREENE, 2012) e/ou recomendados
para humanos agredidos por mordeduras de cdes (OEHLER et al., 2009), conforme
segue: 1) penicilinas e derivados beta lactamicos (penicilina, 10Ul; ceftriaxona, 30ug;
ceftiofur, 30ug; amoxicilina/acido clavulénico, 30ug; imipenem, 10ug); 2) macrolideos

(azitromicina, 15ug); 3) fluoroquinolonas (enrofloxacino, 5ug; ciprofloxacino, 10ug;
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levofloxacino, 5pg); 4) aminoglicosideos (gentamicina, 10ug); 5) anfenicois
(cloranfenicol, 30ug) e 6) sulfonamidas (sulfametoxazol/trimetoprim, 25ug). Foram
considerados multirresistentes os isolados de origem bacteriana que apresentaram
resisténcia simultdnea a trés ou mais classes diferentes de antimicrobianos
(MAGIORAKOS et al., 2012).

4.8 Microbioma

O sequenciamento genético em larga escala (microbioma) foi realizado em 20
cdes selecionados aleatoriamente (um a cada cinco), do total de 100 cdes amostrados no
estudo. As amostras para microbioma foram colhidas com suabes e tubos apropriados
cedidos pelo fabricante, armazenados em temperatura ambiente apds a colheita e
enviadas ao laboratorio Neoprospecta - Microbiome Technologies®, Florianopolis, SC,
em até 30 dias pos-colheita.

O sequenciamento foi realizado em duas etapas de PCR. Foram escolhidos os
primers V3-V4 do gene 16S rRNA com as seguintes condicdes: 0s primeiros primers de
PCR continham as sequéncias baseadas no adaptador de estrutura TruSeq (Illumina,
Inc., San Diego, EUA) e permitiram a segunda PCR com sequéncias de indexagéo. As
reacOes foram realizadas em triplicata utilizando Platinum Taq (Invitrogen, Foster,
EUA), com as condi¢bes: 95°C por 5 minutos, 25 ciclos a 95°C por 45 segundos, 55°C
por 30 segundos e 72°C por 2 minutos (PCR1); 95°C por 5 minutos, 10 ciclos a 95°C
por 45 segundos, 66°C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos (PCR2). Para comparacao
foi usado o protocolo IHlumina 16S (Illumina Technical Note 15044223 Rev. B).

A reacdo final de PCR foi lavada usando esferas AMPureXP (Beckman Coulter,
Brea, EUA) e as amostras foram agrupadas nas bibliotecas de sequenciamento para
quantificacdo. As amplificacbes foram realizadas com Picogreen dsDNA (Invitrogen,
Foster, EUA) e, em seguida, as bibliotecas agrupadas foram diluidas para quantificacédo
precisa de qPCR utilizando o KAPA Library Quantification Kit para plataformas
Illumina (KAPA Biosystems, Woburn, EUA). As bibliotecas foram sequenciadas em

sistema MiSeq com primers fornecidos no Kit.
4.9 Estoque de micro-organismos

Todos os isolados de origem bacteriana foram estocados em temperatura

ambiente (25°C) em meio de Ligniéres em tubos de vidro com tampa de borracha, ou
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congelados a -80°C em meio de BHI contendo glicerol (10%). Os isolados de origem
fangica foram mantidos em temperatura ambiente (25°C), em repiques mensais em agar

Sabouraud com cloranfenicol.

4.10 Andlise estatistica

A associacdo entre a ocorréncia dos diferentes micro-organismos,
multirresisténcia aos antimicrobianos e os dados epidemioldgicos dos animais (idade,
raca, género, tipo de alimentacdo, comportamento, histérico de mordeduras dos tutores
ou contactantes dos animais) foi avaliada pelo teste de Qui-quadrado (Exato de Fisher),
considerando significante valores de p<0,05 (TRIOLA, 2005).

5. RESULTADOS

5.1 Dados epidemiologicos dos cdes amostrados

Do total de cdes amostrados, 57% (57/100) ndo possuiam raca definida. Dos
43% (43/100) restantes, as racas mais frequentes foram: border collie (6/100 = 6%),
poodle (5/100 = 5%), shih-tzu (5/100 = 5%) e blue heeler (4/100 = 4%).

A idade dos animais variou entre 6 meses e 16 anos, com média de 5,9 anos.
Entre os cdes amostrados, 43% (43/100) tinham idade inferior a cinco anos, 39%
(39/100) entre 5 e 9 anos e 18% (18/100) idade igual ou superior a 10 anos. Do total,
57% (57/100) eram fémeas e 43% (43/100) machos.

No tocante a alimentacdo, 80% (80/100) eram alimentados exclusivamente com
racdo e 20% (20/100) com racdo e comida caseira. Do total, 97% (97/100) foram
considerados doceis pelos proprietarios e somente 3% (3/100) relatados como
agressivos.

Em relacdo a profilaxia ao virus rabico, 94% (94/100) eram vacinados
anualmente. Quando questionados sobre o histérico de agressdes dos animais, 80% dos
tutores (proprietarios) (80/100) afirmaram que nunca houve qualquer tipo de ataque por
mordedura envolvendo seus animais, enquanto 7% (7/100) relataram episodios de
agressdes a outros animais, 6% (6/100) a pessoas desconhecidas, 3% (3/100) a pessoas
de convivio comum, 2% (2/100) aos préprios tutores e 2% (2/100) ao médico

veterinario do animal. Do total, 15% (15/100) tinham contato frequente com criancas.
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A maioria dos cées (77/100 = 77%) tinha acesso livre a todos os ambientes do
domicilio, incluindo o quarto do tutor, embora apenas 26% (26/100) tinham o hébito de
compartilhar a cama com algum morador da casa.

Quando questionados sobre a higienizacdo bucal dos seus animais, 89% dos
proprietarios (89/100) afirmaram nunca terem realizado qualquer procedimento de
higienizacdo, enquanto 5% (5/100) realizavam a cada 15 dias, 4% (4/100) uma vez por

semana e 2% (2/100) duas vezes por semana.
5.2 Identificagcdo microbiologica

Foram identificados 213 isolados bacterianos. A frequéncia dos micro-
organismos de origem bacteriana isolados dos 100 cdes amostrados esta sumariada na
Tabela 1. Os principais micro-organismos identificados por métodos fenotipicos e/ou
espectrometria de massas foram: Staphylococcus pseudintermedius (40/213 = 18,78%),
Streptococcus a-hemolitico (37/213 = 17,37%), Pasteurella stomatis (22/213 =
10,33%), Staphylococcus spp. (coagulase-negativos) (18/213 = 8,45%), Pasteurella
canis (16/213 = 7,51%), Pseudomonas spp. (12/213 = 5,63%), Escherichia coli (11/213
= 5,16%), Neisseria animaloris (10/213 = 4,69%) e Neisseria zoodegmatis (10/231 =
4,69%) (Tabela 1).

TABELA 1. Frequéncia de micro-organismos de origem bacteriana obtidos da cavidade
oral de 100 cdes higidos, diagnosticados por técnicas microbioldgicast e espectrometria
de massas (MALDI-TOF)2 Botucatu, SP, 2020.

Micro-organismos N %
Staphylococcus pseudintermedius? 40 18,78%
Streptococcus a-hemolitico! 37 17,37%
Pasteurella stomatis? 22 10,33%
Staphylococcus spp.t 18 8,45%
Pasteurella canis?2 16 7,51%
Pseudomonas spp.t 12 5,63%
Escherichia colit 11 5,16%
Neisseria animaloris? 10 4,69%
Neisseria zoodegmatis? 10 4,69%
Staphylococcus intermedius? 6 2,82%
Enterobacter cloacae! 4 1,88%
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TABELA 1 (continuacdo). Frequéncia de micro-organismos de origem bacteriana
obtidos da cavidade oral de 100 cées higidos, diagnosticados por técnicas

microbiologicas! e espectrometria de massas (MALDI-TOF)2. Botucatu, SP, 2020.

Micrococcus spp.t 4 1,88%
Rothia nasimurium? 4 1,88%
Klebsiella pneumoniaet! 3 1,41%
Pasteurella multocida? 3 1,41%
Staphylococcus aureus? 3 1,41%
Enterobacter aerogenest 2 0,94%
Pasteurella dagmatis? 2 0,94%
Proteus mirabilist 2 0,94%
Chryseobacterium gleum? 1 0,47%
Chryseobacterium indologenes? 1 0,47%
Citrobacter freundiit 1 0,47%
Neisseria weaveri? 1 0,47%
Total Geral 213 100,00%

MALDI-TOF MS = Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time of Flight Mass
Spectrometry; N = Numero de isolados; % = Frequéncia dos isolados

5.2.1 Pasteurella spp.

Foram isoladas col6nias compativeis com o género Pasteurella de 60% (60/100)
das amostras de cavidade oral. Em quatro amostras foram isolados dois tipos diferentes
de col6nias, perfazendo 64 isolados de Pasteurella sp. MALDI-TOF revelou que P.
stomatis foi a espécie mais frequente (22/64 = 34,4%) entre as coldnias compativeis
microbiologicamente com pasteurelas, seguida de P. canis (16/64 = 25%), P. multocida
(3/64 = 4,7%) e Pasteurella dagmatis (2/64 = 3,1%). Os demais isolados foram
identificados como bactérias do género Neisseria (21/64 = 32,8%), incluindo N.
animaloris (10/64 = 15,6%), N. zoodegmatis (10/64 = 15,6%) e N. weaveri (1/64 =
1,6%). A prevaléncia de bactérias do género Pasteurella foi de 42% (42/100), posto que
em uma amostra de cavidade oral foram identificadas duas espécies distintas; enquanto
0 género Neisseria foi isolado em 19% (19/100) das amostras, pois duas amostras

revelaram duas espécies diferentes.
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5.2.2 Staphylococcus spp.

Colonias tipicas de estafilococos foram isoladas em 66% (66/100) das amostras.
Destas, uma amostra apresentou dois tipos diferentes de col6nias, totalizando 67
isolados, que foram submetidos a testes bioquimicos (coagulase, Manitol Salt Agar,
DNAse e trealose). Os isolados coagulase-positivos (49/67 = 73,1%) foram
encaminhados para diagnéstico por MALDI-TOF MS e os coagulase-negativos (18/67
= 26,9%) classificados como Staphylococcus spp. MALDI-TOF revelou predominio de
S. pseudintermedius (40/49 = 81,6%), seguido em menor frequéncia de S. intermedius
(6/49 = 12,3%) e S. aureus (3/49 = 6,1%).

5.2.3 Enterobactérias

Foram isoladas enterobactérias em 21% (21/100) das amostras. Destas, duas
amostras apresentaram isolamento de duas espécies diferentes de enterobactérias,
perfazendo 23 isolados. A espécie mais frequente foi Escherichia coli (11/23 = 47,8%),
sequida de Enterobacter cloacae (4/23 = 17,4%), Klebsiella pneumoniae (3/23 = 13%),
Enterobacter aerogenes (2/23 = 8.7%), Proteus mirabilis (2/23 = 8,7%) e Citrobacter
freundii (1/23 = 4,4%).

5.2.4 Demais micro-organismos de origem bacteriana

Outros agentes de origem bacteriana isolados nos cdes amostrados foram:
Streptococcus a-hemolitico (37/100 = 37%), Pseudomonas spp. (12/100 = 12%),
Micrococcus spp. (4/100 = 4%), Rothia nasimurium (4/100 = 4%), Chryseobacterium
indologenes (1/100 = 1%) e Chryseobacterium gleum (1/100 = 1%).

5.2.5 Fungos e leveduras

Micro-organismos de origem fangica e leveduras foram isolados em 19% das
amostras (19/100), das quais uma apresentou duas col6nias distintas, totalizando 20
isolados. O género mais prevalente foi Aspergillus (10/100 = 10%), seguido de
Malassezia pachydermatis (4/100 = 4%). Em menor frequéncia foram identificados
Bipolaris sp. (1/100 = 1%), Curvularia sp. (1/100 = 1%), Fusarium sp. (1/100 = 1%),
Nigrospora sp. (1/100 = 1%), Scopulariopsis sp. (1/100 = 1%) e Trichoderma sp.
(1/100 = 1).
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5.2.6 Anaerdbios

Os cultivos microbiologicos em anaerobiose ndo revelaram nenhuma col6nia

compativel com clostridios ou anaerobios estritos.
5.3 Teste de sensibilidade microbiana in vitro

Os antimicrobianos mais efetivos diante dos isolados foram imipenem (207/213
= 97,2%), ceftiofur (196/213 = 92%) e amoxicilina/acido clavulanico (194/213 =
91,1%). Em contraste, os isolados apresentaram maior resisténcia para sulfametoxazol/
trimetoprim (77/213 = 36,1%), penicilina (75/213 = 35,2%) e azitromicina (48/213 =
22,5%) (Tabela 2).

O perfil de sensibilidade microbiana dos principais grupos de bactérias
identificadas nos cdes amostrados estd sumariado na Tabela 3. Imipenem e
amoxicilina/acido clavulanico foram os farmacos mais efetivos diante dos principais
grupos de bactérias identificados, exceto enterobactérias, que as cefalosporinas
mostraram melhor eficacia. Em geral, os micro-organismos dos géneros Pasteurella e
Neisseria mostraram pouca resisténcia diante dos antimicrobianos utilizados. Em
contraste, isolados do género Staphylococcus revelaram resisténcia, em frequéncia
variavel, a varios antimicrobianos testados (Tabela 3).

Foi identificada multirresisténcia bacteriana em 19,2% dos isolados (41/213). A
multirresisténcia ocorreu com maior frequéncia em Staphylococcus pseudintermedius
(19/41 = 46,3%), seguido de Pseudomonas spp. (10/41 = 24,4%), Escherichia coli (4/41
= 9,7%) e Staphylococcus spp. (4/41 = 9,7%), particularmente para os antimicrobianos
sulfametoxazol/trimetoprim, penicilina, azitromicina e cloranfenicol.

O gene de resisténcia a meticilina (mecA) foi detectado em 6,1% (3/49) dos
isolados de estafilococos coagulase-positivos, dos quais um S. aureus e dois S.

pseudintermedius (Figuras 1A-E).
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TABELA 2. Eficécia de antimicrobianos no teste de sensibilidade microbiana in vitro,
método de difusdo de discos, em 213 bactérias isoladas de cavidade oral de 100 cédes
higidos. Botucatu, SP, 2020.

Sensibilidade

Antimicrobiano S (%) PS (%) R (%)
Imipenem 207 (97,2) 6 (2,8) 0
Ceftiofur 196 (92) 8(3,8) 9(4,2)
Amoxicilina/acido clavulanico 194 (91,1) 3(1,4) 16 (7,5)
Levofloxacino 189 (88,7) 8(3,8) 16 (7,5)
Ceftriaxona 187 (87,8) 12 (5,6) 14 (6,6)
Gentamicina 183 (85,9) 12 (5,6) 18 (8,5)
Cloranfenicol 178 (83,6) 9(4,2) 26 (12,2)
Ciprofloxacino 174 (81,7) 20 (9,4) 19 (8,9)
Enrofloxacino 171 (80,3) 26 (12,2) 16 (7,5)
Azitromicina 160 (75,1) 5(2,4) 48 (22,5)
Penicilina 138 (64,8) 0 75 (35,2)
Sulfametoxazol/trimetoprim 132 (62) 4(1,9) 77 (36,1)

de isolados resistentes; % = porcentagem

S = ndmero de isolados sensiveis; PS = nimero de isolados parcialmente sensiveis; R = nimero
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760 TABELA 3: Perfil de sensibilidade in vitro aos antimicrobianos dos principais grupos de bactérias isoladas da cavidade bucal de 100 cées
761  higidos. Botucatu, SP, 2020.
Micro-organismos
Staphylococcus sp. (n=67) Pasteurella sp. (n=43) Streptococ(cnu:s:;;—)hemol|t|co Neisseria sp. (n=21) Enterobactérias (n=23) Outros (n=22)
Antimicrobiano S PS R S PS R S PS R S PS R S PS R S PS R
. 67 43 37 21 17 6 22
Imipenem 1oo%) 0 (100%)  © 0 100%) O @oo%) ° (739%) (261%) O (100%) ° 0
. 66 1 43 37 21 20 3 9 5 8
Ceftiofur ©85%) O (15%) (100%) O (oo ° O woow)y O O 1wy 3w 0 409%) (227%) (36.4%)
Amoxicilina/acido 66 0 1 43 0 0 37 0 0 21 0 0 19 2 2 8 1 13
clavulanico (98,5%) (1,5%)  (100%) (100%) (100%) (82,6%) (8,7%) (8,7%) (36,4%) (4,5%) (59,1%)
Ceftriaxona 64 1 2 43 0 0 32 1 4 21 0 0 16 3 4 11 7 4
(955%) (1,5%) (3%)  (100%) (86,5%) (2,7%) (10,8%) (100%) (69,6%) (13%) (17,4%) (50%) (31,8%) (18,2%)
Levofloxacino 51 2 14 43 0 0 36 0 ! 21 0 0 18 4 L 20 2 0
(76,1%) (3%) (20,9%) (100%) (97,3%) (2,7%)  (100%) (78,2%) (17,4%) (4,4%) (90,9%) (9,1%)
Gentamicina 54 4 9 41 2 0 28 3 6 21 0 0 20 3 0 19 0 3
(80,6%) (6%) (13,4%) (95,4%) (4,6%) (75,7%) (8,1%) (16,2%) (100%) (87%)  (13%) (86,4%) (13,6%)
Cloranfenicol 52 0 15 43 0 0 35 2 0 21 0 0 21 2 0 6 > 1
(77,6%) (22,4%)  (100%) (94,6%)  (5,4%) (100%) (91,3%) (8,7%) (27,3%) (22,7%) (50%)
Cibrofloxacino 51 1 15 42 1 0 26 11 0 21 0 0 13 6 4 21 1 0
P (76,1%) (1,5%) (22,4%) (97,7%) (2,3%) (70,3%) (29,7%) (100%) (56,5%) (26,1%) (17,4%) (95,5%) (4,5%)
Enrofloxacino 48 6 13 42 1 0 28 8 1 18 3 0 19 3 1 16 5 1
(71,6%) (9%) (19,4%) (97,7%) (2,3%) (75,7%) (21,6%) (2,7%) (85,7%) (14,3%) (82,6%) (13%) (4,4%) (72,7%) (22,8%) (4,5%)
Azitromicina 37 0 30 43 0 0 30 3 4 21 0 0 15 0 8 14 2 6
(55,2%) (44,8%) (100%) (81,1%) (8,1%) (10,8%) (100%) (65,2%) (34,8%) (63,6%) (9,1%) (27,3%)
Penicilina 30 0 37 42 0 ! 36 0 ! 21 0 0 0 0 23 9 0 13
(44,8%) (55,2%) (97,7%) (2,3%)  (97,3%) (2,7%)  (100%) (100%)  (40,9%) (59,1%)
Sulfametoxazol/ 37 1 29 26 0 17 20 1 16 20 1 0 18 1 4 11 0 11
trimetoprim (55,2%) (1,5%) (43,3%) (60,5%) (39,5%) (54,1%) (2,7%) (43,2%) (95,2%) (4,8%) (78,2%) (4,4%) (17,4%) (50%) (50%)
762
763 Staphylococcus sp. = S. aureus, S. intermedius, S. pseudintermedius e estafilococos coagulase-negativos; Pasteurella sp. = P. canis, P. dagmatis, P. multocida e P. stomatis;

764
765
766

Neisseria sp. = N. animaloris, N. weaveri e N. zoodegmatis; Enterobactérias = Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, E. cloacae, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae e Proteus mirabilis; Outros = Chryseobacterium gleum, C. indologenes, Micrococcus sp., Pseudomonas sp. e Rothia nasimurium.
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FIGURA 1A: Gel de eletroforese para deteccdo do gene mecA em isolados de estafilococos

coagulase-positivos obtidos da cavidade bucal de ces. Canaleta 1: Ladder 100 pb; canaleta 2: USA300
(Controle +); canaleta 3: isolado 6; canaleta 4: isolado 39; canaleta 5: isolado 79; canaleta 6: isolado 19; canaleta
7: isolado 21; canaleta 8: isolado 22; canaleta 9: isolado 29; canaleta 10: isolado 30; canaleta 11: isolado 31;
canaleta 12: isolado 32; canaleta 13: isolado 37; canaleta 14: isolado 38; canaleta 15: MW2 (Controle +); canaleta
16: controle negativo.

FIGURA 1B: Gel de eletroforese para deteccdo do gene mecA em isolados de estafilococos

coagulase-positivos obtidos da cavidade bucal de cées. Canaleta 1: Ladder 100 pb; canaleta 2: USA300
(Controle +); canaleta 3: isolado 51; canaleta 4: isolado 64; canaleta 5: isolado 69; canaleta 6: isolado 2; canaleta
7: isolado 36; canaleta 8: isolado 41; canaleta 9: isolado 71; canaleta 10: isolado 74; canaleta 11: isolado 81;
canaleta 12: MW?2 (Controle +); canaletas 13 e 14: vazias; canaleta 15: controle negativo; canaleta 16: vazia.

9 1011 12 13 14 15 16

FIGURA 1C: Gel de eletroforese para deteccdo do gene mecA em isolados de estafilococos

coagulase-positivos obtidos da cavidade bucal de cées. Canaleta 1: Ladder 100 pb; canaleta 2: controle
negativo; canaleta 3: USA300 (Controle +); canaleta 4: MW2 (Controle +); canaleta 5: isolado 9; canaleta 6:
isolado 13; canaleta 7: isolado 14; canaleta 8: isolado 16; canaleta 9: isolado 17; canaleta 10: isolado 23; canaleta
11: isolado 24; canaleta 12: isolado 25; canaleta 13: isolado 27; canaleta 14: isolado 33; canaleta 15: isolado 35;
canaleta 16: vazia.
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9 10 11 12 13 14 15 16

FIGURA 1D: Gel de eletroforese para deteccdo do gene mecA em isolados de estafilococos
coagulase-positivos obtidos da cavidade bucal de cdes. Canaleta 1: Ladder 100 pb; canaleta 2:
isolado 43; canaleta 3: isolado 57; canaleta 4: isolado 61; canaleta 5: isolado 65; canaleta 6: isolado 70;
canaleta 7: isolado 75; canaleta 8: isolado 77; canaleta 9: isolado 78; canaleta 10: isolado 83; canaleta 11:
isolado 84; canaleta 12: isolado 86; canaleta 13: isolado 89; canaleta 14: isolado 92; canaleta 15: isolado
93; canaleta 16: vazia.

FIGURA 1E: Gel de eletroforese para deteccdo do gene mecA em isolados de estafilococos
coagulase-positivos obtidos da cavidade bucal de cdes. Canaleta 1: Ladder 100 pb; canaleta 2:
USA300 (Controle +); canaleta 3: controle negativo; canaleta 4: isolado 42; canaleta 5: isolado 60;
canaleta 6: isolado 93 (repeticdo); canaleta 7: 97.

5.4 Microbioma

Os resultados do sequenciamento em larga escala em 20 amostras da cavidade
oral apresentam, além de todas as espécies de micro-organismos caracterizadas, o
namero total de sequenciamentos em cada amostra, que variou entre 3.794 e 101.622,
com média de 53.562 sequenciamentos/amostra. As Figuras 2 e 3 ilustram 0s micro-
organismos de origem bacteriana identificados com maior frequéncia de
sequenciamentos nos 20 cdes higidos amostrados, que incluiu os géneros Bergeyella,
Campylobacter, Capnocytophaga, Conchiformibius, Corynebacterium, Fusobacterium,

Moraxella, Neisseria, Pasteurella e Porphyromonas.
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FIGURA 2: Numero absoluto de sequenciamentos dos géneros bacterianos mais frequentes obtidos na técnica de microbioma em 20 amostras de
cavidade oral de cées higidos. Botucatu, SP, 2020.

*Miscelania = Peptostreptococcus spp., Pseudomonas spp., Rothia spp., Serratia spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., entre outros.
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FIGURA 3: Géneros bacterianos mais frequentes identificados por sequenciamento em larga escala (microbioma) em 20 amostras de cavidade
oral de cdes higidos. Botucatu, SP, 2020.

*Miscelania = Peptostreptococcus spp., Pseudomonas spp., Rothia spp., Serratia spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., entre outros.



818

819
820
821
822

823

824
825
826
827
828
829
830
831
832
833
834
835
836
837
838
839
840
841
842
843
844
845
846
847
848
849

31

5.5 Analise Estatistica

N&o foi encontrada associacao estatistica entre a identificagdo microbioldgica ou
por técnicas moleculares dos isolados, a multirresisténcia e os dados epidemioldgicos

dos animais (p>0,05).

6. DISCUSSAO

O presente estudo identificou grande complexidade de micro-organismos de
origem bacteriana e fungica na cavidade oral de 100 cdes aparentemente higidos
utilizando técnicas microbiolégicas convencionais e moleculares de vanguarda
(espectrometria de massas e sequenciamento genético em larga escala), bem como
revelou elevada multirresisténcia dos isolados (19,2%) aos antimicrobianos. A
identificacdo de varios patdgenos de potencial zoondtico, multirresistentes, na
microbiota bucal reforca o risco que acidentes por mordedura de cédes representam para
0s humanos, em virtude do contato estreito entre os pets e tutores.

O isolamento de varios tipos de colbnias bacterianas nos meios de cultura
convencionais exigiu o uso de meios seletivos para certos géneros de patdgenos de
interesse, como Pasteurella e Staphylococcus. Para a caracterizacdo em nivel de espécie
destes micro-organismos foi utilizada a espectrometria de massas (MALDI-TOF), que
possibilitou a identificacdo de espécies até entdo pouco relatadas na literatura como
habitantes normais da cavidade oral de c&es.

Entre as espécies do género Pasteurella, P. multocida e P. canis tém sido
descritas como predominantes na microbiota bucal de cdes em estudos no Brasil
(BRAGA et al., 2005; FERREIRA et al., 2016) e em paises como EUA (BAILIE et al.,
1978) e Eslovénia (SRECNIK et al., 2019). No entanto, a espectrometria de massas nos
100 cées estudados revelou maior prevaléncia de P. stomatis, raramente descrita na
literatura consultada. Apesar da baixa prevaléncia, a identificacdo de P. multocida na
cavidade oral de cdes merece atencdo no tocante ao risco zoondtico decorrente de
acidentes por mordedura de cdes, uma vez que esta espécie ja foi descrita em varias
complicagbes em humanos agredidos ou com contato préximo com animais. Neste
contexto, caso de meningite por P. multocida foi registrado em crianca de sete semanas
de idade, na Inglaterra, apds entrar em contato com a méo de outra pessoa lambida por

cdo (WADE et al., 1999). Na Franca, em paciente adulto imunocompetente, sem
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histérico de mordedura ou lambedura de caes, foi diagnosticada meningite causada por
P. multocida de linhagem similar ao isolado obtido da boca de seu co, cujo diagndstico
foi firmado por espectrometria de massas (BARDOU et al., 2015). Septicemia por P.
multocida também foi descrita na China em paciente idoso, imunocomprometido, apds
lambedura em ferida aberta por cdo doméstico (CHANG et al., 2007). A mesma
complicacdo clinica foi descrita, na Colémbia, em paciente com héabito de compartilhar
a comida com o cdo (NAVARRO-NAVAIJAS et al., 2019).

Assim como o género Pasteurella, as espécies pertencentes ao género Neisseria
como N. zoodegmatis e N. animaloris séo habitantes comuns da cavidade oral de caes.
Estes micro-organismos tém sido descritos causando sinais pulmonares brandos em cées
e complicacBes clinicas em diferentes 6rgdos em humanos. Estudo retrospectivo na
Suécia, em 2013, relatou 13 pacientes humanos com idade média de 56 anos, cujas
secrec0es de feridas causadas por mordedura foram submetidas a cultivos
microbioldgicos, que resultaram na identificagdo de N. zoodegmatis e N. animaloris
(HEYDECKE et al., 2013). A maioria dos pacientes apresentou sinais locais na regiao
da ferida, embora um tenha apresentado evolucdo para septicemia. Curiosamente, N.
zoodegmatis e N. animaloris foram as espécies de Neisseria mais prevalentes no
presente estudo, identificadas por espectrometria de massas (MALDI-TOF), alertando
para 0 potencial zoonotico destes agentes presentes na microbiota cavidade bucal de
cdes higidos.

Para o isolamento de estafilococos foi utilizado o meio de agar ovo-telurito-
glicina-piruvato. As coldnias negras, com duplo halo de lip6lise, foram preliminarmente
classificadas como S. aureus apds triagem bioquimica. No entanto, a andlise por
espectrometria de massas identificou a grande maioria destes isolados como S.
pseudintermedius seguido, em menor frequéncia, por S. intermedius e S. aureus. A
mesma dificuldade de classificacdo foi relatada por Chuang et al. (2010), na China,
quando descreveram caso de septicemia causada por S. pseudintermedius em crianga de
6 anos de idade com uso continuo de cateter intravenoso para infusdo de medicamentos
e historico de contato recente com dois cdes. De modo similar, Borjesson et al. (2015)
revelaram, em estudo na Suécia, que aproximadamente 13% das col6nias de S.
pseudintermedius eram classificadas equivocadamente como S. aureus, sugerindo a
adocdo de técnicas moleculares para diferenciagdo destas espécies.

S. pseudintermedius pertence ao grupo do Staphylococcus intermedius (SIG) e,

apesar de ser habitante comum da pele e mucosas de cées (WEESE, 2013; PIEREZAN
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et al., 2016), tem o portencial de colonizer o organism humano (KMIECIAK e
SZEWCZYK, 2018). No entanto, devido a similaridade bioquimica com outras
especies, provavelmente tem sido subdiagnosticado ou subestimado como agente
priméario de infeccbes em humanos agredidos por mordeduras ou por contato estreito
com cdes. Neste contexto, S. pseudintermedius foi relatado, na Franga, em caso de
endocardite em paciente que fazia uso de marca-passo (RIEGEL et al., 2011). Na
Espanha, estudo de quatro casos de infeccdes de feridas em humanos causadas por S.
pseudintermedius revelou que dois pacientes apresentavam isolados com padrbes
idénticos no perfil eletroforético e na sensibilidade microbiana in vitro, quando
comparados aos isolados obtidos dos respectivos cdes domésticos (LOZANO et al.,
2017), indicando provavel transmissdo zoondtica de S. pseudintermedius dos cées para
0s tutores.

A prevaléncia de enterobactérias foi relativamente baixa na cavidade bucal entre
0s 100 cdes amostrados, resultado que era esperado, em virtude da origem fecal destes
micro-organismos. No entanto, o isolamento de espécies como Escherichia coli e
Klebsiella pneumoniae pode encontrar justificativa no habito de coprofagia de cées
jovens ou mesmo de lambedura, que poderiam favorecer a presenca transitoria de
enterobactérias na cavidade bucal. Ainda, faz-se importante mencionar o risco de
infeccBes graves em humanos por estes agentes, como relatado em 2018, na Espanha,
em idosa que evoluiu para 6bito apds desenvolver parpura hemorragica fulminante
secundaria a mordida de cdo. Esta paciente apresentou extensas areas de necrose
cuténea e isolamento, em hemocultura, de E. coli e Staphylococcus warneri (RUIZ et
al.,, 2018). Apesar de, na literatura consultada, ndo ser descrito nenhum caso de
septicemia em humanos por K. pneumoniae secundaria a mordida de céo, é conhecido
que este agente comumente apresenta multirresisténcia aos antimicrobianos
convencionais. Com efeito, a identificacdo de K. pneumoniae na mucosa oral de cées
higidos nos animais amostrados e em estudos similares (KASEMPIMOLPORN et al.,
2003) alerta para o risco de infec¢cdes graves por este patdgeno apds mordedura de cées.

Streptococcus a-hemolitico foi identificado em 37% das amostras de cavidade
bucal dos cées do presente estudo. Resultado similar foi obtido em estudo retrospectivo
realizado entre 1995 e 1996, em 18 departamentos de emergéncias nos Estados Unidos,
que revelou prevaléncia de 46% de estreptococos hemoliticos em feridas de humanos
agredidos por cdes denotando, também, o potencial zoonético deste grupo de patdgenos
(TALAN et al., 1999).
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Pseudomonas spp. foi identificado em baixa prevaléncia na microbiota oral dos
100 cées amostrados. No entanto, a presenca deste patégeno na microbiota bucal de
cdes higidos alerta para a necessidade de abordagem terapéutica adequada das lesdes
por mordedura de cdes, visto que espécies do género Pseudomonas, particularmente P.
aeruginosa, tém sido relacionadas a graves infeccGes nosocomiais com elevada
resisténcia aos antimicrobianos convencionais, como as cefalosporinas (LANDMAN et
al., 2007).

Chryseobacterium indologenes e C. gleum, pertencentes ao antigo género
Flavobacterium, sdo patdgenos descritos em graves infecces hospitalares em humanos,
particularmente em pacientes imunossuprimidos e, principalmente, com histérico de uso
de cateter e traqueotubos, considerados como agentes emergentes nos Estados Unidos
(MUKERJI et al., 2016). Apesar de comumente apresentar baixa patogenicidade em
individuos imunocompetentes, C. indologenes ja foi descrito como agente causal de
septicemia em paciente na India sem historico de hospitalizagdo, assim como
procedimentos invasivos ou comorbidades imunossupressoras (BARUAH et al., 2016).
Apesar de baixa prevaléncia no presente estudo, a identificacdo de duas espécies deste
género na cavidade oral de cées higidos indica risco de transmissdo destes patdgenos
entre cdes e humanos.

Aspergillus spp. sdo micro-organismos flangicos sapréfitos descritos em
processos de sinusite e otite em cées, podendo desenvolver complicagdes no sistema
nervoso central (GOODALE et al., 2016; BENTLEY et al., 2018). No presente estudo,
isolados de Aspergillus spp. foram identificados na microbiota bucal de 10 (10%) cées.
No entanto, ndo foi encontrado na literatura consultada nenhum caso de identificacdo de
Aspergillus spp. na cavidade oral de cédes higidos, fato que dificultou confrontar este
achado com estudos similares. Malassezia pachydermatis foi a Unica levedura
identificada na cavidade oral dos 100 cées, em apenas 4% dos animais amostrados. Em
contraste, outros estudos no Brasil revelam o isolamento do mesmo agente em mais de
30% das amostras de suabes orais de cdes (BRITO et al., 2009; SANTIN et al., 2013).

O fendmeno de resisténcia bacteriana é uma preocupacdo emergente, de ordem
mundial, e um dos problemas mais preocupantes no contexto atual de Satide Unica (One
Health) (CDC, 2013; WHO, 2014; McEWEN e COLLIGNON, 2018). No presente
estudo, os antimicrobianos mais efetivos diante dos isolados foram imipenem, ceftiofur
e amoxicilina/acido clavulanico. Os dois Gltimos tém sido indicados para o tratamento

de infecgdes bucais de cées e, também, de feridas em humanos causadas por mordedura
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de cdes (MEYERS et al., 2008; OEHLER et al., 2009). Com efeito, na impossibilidade
de realizacdo de cultivo microbioldgico e perfil de sensibilidade in vitro, estes farmacos
podem ser considerados opc¢des de tratamento para pacientes humanos agredidos por
cdes, particularmente animais errantes ou que evadem apés a agressdo. Apesar da alta
sensibilidade dos isolados diante dos farmacos supracitados, tem-se ressaltado a
importancia da associacdo de antimicrobianos nos tratamentos, uma vez que as lesdes
causadas por mordedura de cédes sdo consideradas polimicrobianas (MEYERS et al.,
2008). Em contraste, alta resisténcia dos isolados de origem bacteriana foi observada
para sulfametoxazol/trimetoprim (36,1%) e penicilina (35,2%), que pode ser justificada
pelo uso continuo destes farmacos, em medicina veterinéria, ha mais de 40 anos
(ZAMBORI et al., 2013; BEAN e WIGMORE, 2016). A identificacdo de isolados
bacterianos multirresistentes nas amostras de cavidade oral de cdes do presente estudo
reforca o risco de transmissdo de bactérias resistentes para 0s humanos, a partir da
microbiota bucal de cées. Ainda, fortalece a recomendacdo que o tratamento de feridas
em humanos causadas por mordedura de cdes deve ser respaldado em testes de
sensibilidade in vitro dos isolados aos principais antimicrobianos.

A identificacdo do gene mecA em um isolado de Staphylococcus aureus e dois
isolados de S. pseudintermedius obtidos de amostras de secre¢do oral dos 100 cées
amostrados indica o risco de transmissdo de bactérias resistentes entre cdes e humanos.
O gene de resisténcia mecA ja foi descrito em isolados de S. aureus em espécimes
clinicos provenientes de cdes de paises como Suécia (WIPF e PERRETEN, 2016),
China (HUANG e CHOU, 2019), Pol6nia (KIZERWETTER-SWIDA et al., 2019) e
Egito (FARGHALI et al.,, 2019). Além disso, Fessler et al. (2018) relataram a
ocorréncia de S. aureus e S. pseudintermedius meticilina-resistentes (MRSA e MRSP,
respectivamente) em funcionarios de hospital veterinario na Alemanha. De forma
semelhante, Worthing et al. (2018) identificaram, na Australia, ambas as espécies
supracitadas carreando o0 gene mecA em cées, tutores e veterindrios em dois hospitais
veterinarios, enaltecendo o risco de transmissao destes agentes resistentes entre cées e
humanos no exercicio da medicina veterinaria ou secundario as infec¢cdes nosocomiais.

As 20 amostras de secrecdo oral de cdes do presente estudo submetidas ao
sequenciamento genético em larga escala (microbioma) revelaram grande complexidade
de micro-organismos de origem bacteriana. No entanto, apenas 20% do total de 100
amostras de cdes foram submetidas a esta técnica de ultima geracdo, o que pode ser

considerado uma limitagcdo do presente estudo.
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Os géneros Pasteurella e Neisseria foram detectados entre os 10 micro-
organismos com maior nimero de sequenciamento em larga escala entre todas as
amostras, bem como também foram identificados no cultivo microbiolégico e por
espectrometria de massas. O género Neisseria foi descrito em alta frequéncia utilizando
sequenciamento genético em larga escala em amostras da cavidade oral de quatro cées e
de seus tutores na Coréia do Sul (OH et al., 2015). Em contraste, tanto no presente
estudo como no conduzido Oh et al. (2015), foi obtida elevada quantidade de
sequenciamento dos géneros Fusobacterium e Porphyromonas, bactérias anaerobias
estritas, que ndo foram isoladas utilizando técnicas de cultivo microbiolégico
convencionais. Assim, é licito afirmar que o sequenciamento genético em larga escala é
eficaz na identificacdo de populacbes de micro-organismos anaerdbios estritos na
microbiota da cavidade oral de c&es.

Em todas as 20 amostras submetidas ao microbioma foi identificado também
elevado nimero de sequenciamentos de Bergeyella spp., habitante normal do trato
respiratorio superior e cavidade oral de cdes (MURAMATSU et al., 2019). Digno de
nota que este micro-organismo ja foi isolado em casos de septicemia na China, em
pacientes humanos sem histérico de mordedura de cées (LIN et al., 2007; CHEN et al.,
2017), e na Espanha, em paciente agredido por mordedura (MONTEJO et al., 2001),
ratificando o potencial zoonético do patogeno.

Espécies do género Capnocytophaga também foram sequenciadas em alta
quantidade nas 20 amostras de cavidade oral dos cdes amostrados submetidas ao
microbioma. O primeiro relato de identificagdo de Capnocytophaga canimorsus na
saliva de caes foi realizado nos EUA (BAILIE et al., 1978). Apoés esta descricdo, varios
casos de infeccbes graves em humanos foram atribuidos a este patdégeno apds
mordedura de cdes. Neste contexto, na Republica Tcheca, paciente idoso apresentou
meningite purulenta por C. canimorsus secundaria a mordedura de cdo (PRASIL et al.,
2020). No Reino Unido, tutora idosa foi acometida por endocardite causada por C.
canimorsus apés ser arranhada por seu cdo (SQUIRE e HETHERINGTON, 2020).
Estudo retrospectivo envolvendo 484 casos de infeccbes em humanos por C.
canimorsus, entre 1990 e 2014, revelou que em 60% houve histérico de mordedura e,
em 27%, arranhdes, lambidas ou outro tipo de contato com cdes, com taxa de
mortalidade de 26% (BUTLER, 2015). Assim, é possivel inferir que as infeccdes em

humanos por C. canimorsus sdo umas das mais preocupantes em ferimentos decorrentes
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de mordeduras, arranhdes ou lambeduras de cées, posto a alta frequéncia e a gravidade
dos sinais clinicos nos pacientes.

Entre os demais agentes sequenciados com maior frequéncia no microbioma
foram identificados Campylobacter spp., Corynebacterium spp. e Moraxella spp., ja
previamente descritos em secrecOes de feridas causadas por mordedura de cédes nos
EUA (TALAN et al., 1999; MERRIAM et al., 2003), Alemanha (FUNKE et al., 2010)
e Reino Unido (BYGOTT et al., 2008).

Curiosamente, ndo houve isolamento microbiol6gico, tampouco sequenciamento
em larga escala de espécies pertencentes ao género Clostridium. Em contraste, Griffin e
Holt (2001), nos EUA, identificaram Clostridium spp. em amostras de feridas humanas
causadas por mordedura de cées, alertando que o diagnostico de agentes anaerdbios
deve ser contemplado na ocasido de lesdes cutaneas em humanos, apds a mordedura de
caes.

No presente estudo foi possivel inferir a pluralidade de micro-organismos, por
vezes de potencial zoonotico, na microbiota bucal de cées higidos, bem como a elevada
multirresisténcia de certos agentes bacterianos aos antimicrobianos convencionais. O
conjunto destes achados alerta para a necessidade de evitar o contato estreito ou, por
vezes, promiscuo com a cavidade bucal de cées, bem como nortear os tratamentos de
humanos agredidos por mordeduras com respaldo na identificacdo dos patdégenos nas

lesBes e em testes de sensibilidade microbiana in vitro dos isolados.

7. CONCLUSOES

v Estafilococos, estreptococos e pasteurela foram os principais grupos de micro-
organismos identificados por cultivo microbiolégico e espectrometria de massas,
reforcando a presenca desses agentes na cavidade bucal de cdes higidos;

v' O sequenciamento genético em larga escala revelou grande diversidade de
bactérias aerdbias e anaerdbias na cavidade oral de cées higidos, incluindo agentes ndo
isolados em meios de cultura convencionais, confirmando a validade do microbioma
para o estudo de humores orgénicos que contemplam popula¢des de micro-organismos;

v" Imipenem, amoxicilina/acido clavulanico e cefalosporinas (ceftiofur e
ceftriaxona) foram os antimicrobianos mais efetivos diante dos isolados, representando

farmacos que podem ser indicados para infec¢des bucais em cées e, ocasionalmente, em
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humanos agredidos por mordeduras, na impossibilidade de isolamento do agente e
testes de sensibilidade in vitro, particularmente nos casos de cées errantes ou que
evadem apoés a agressdo;

v" Os isolados bacterianos apresentaram cerca de 20% de multirresisténcia,
particularmente para sulfametoxazol/trimetoprim e penicilina, provavelmente pelo uso
continuo ou ndo racional, h4 décadas, destes antimicrobianos no tratamento de
diferentes afeccdes de cdes, que pode aumentar a pressao seletiva para bactérias
resistentes;

v' Grande complexidade de agentes foi identificada na microbiota bucal dos cées,
incluindo patogenos j& relatados em infeccbes em humanos pos-mordeduras, como
Pasteurella sp., Staphylococcus sp. e Capnocytophaga sp., alertando para a necessidade
de se evitar contato direto com a cavidade bucal dos animais e considerar as mordeduras
de cées como lesdes polimicrobianas e altamente contaminadas, bem como o risco de
transmissdao para 0s humanos de micro-organismos potencialmente zoondticos,

secundario as mordeduras de caes.
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1511  ANEXO - QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

1512
1513
1514 DADOS DO ANIMAL:

1515

1516  Nome: Raca: Idade: Sexo: ID:

1517

1518  Tipo de alimentagéo: () Racdo () Comida caseira ( )Ambos

1519  Comportamento: () Décil () Agressivo

1520  Vacinacdo antirrabica: () Atualizada () Desatualizada

1521  Hist. de agressoes:( ) Tutores () Contactantes () Profissionais () Animais () Desconhecidos

1522  Presenca de criancgas na residéncia: () Sim () Nao

1523  Animal frequenta o interior da residéncia? () Sim () N&o

1524  Animal tem o habito de compartilhar a cama com algum morador? () Sim () Néo

1525  Com qual frequéncia realiza higienizagédo bucal?

1526 () Todos os dias () 3x/semana () 2x/semana () 1x/semana () A cada 15 dias ( )Nunca

1527  Animal recebeu tratamento antimicrobiano nos ultimos 30 dias? () Sim () Néao

1528 DADOS DO PROPRIETARIO:

1529 Nome:

1530  Endereco:

1531  Telefone: () -
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ABSTRACT

The close relationship between humans and companion animals in recent decades has
strongly increased the risk of transmission of pathogens from pets-to-humans. The
microbiota of the oral cavity from companion animals is polymicrobial and these agents
may potentially infect humans through bites or by direct contact with mucous
membranes or cutaneous lesions. Nonetheless, the identification of these
microorganisms by molecular techniques (microbiome, proteomics) is scarce. Besides,
the in vitro microbial susceptibility pattern of oral bacterial and microbiota from dogs
and the etiology of agents involved in human bites are not fully understood, since many
dogs are homeless and/or evade after aggression. The present study investigated the
presence of bacterial and fungal agents in the oral cavity of 100 healthy dogs based on
conventional microbiological culture, large-scale DNA sequencing (microbiome), and
matrix-assisted laser desorption ionization time of flight mass spectrometry (MALDI-
TOF MS). In vitro antimicrobial susceptibility profile of the isolates was assessed as
well. A total of 213 bacterial and 20 fungal microorganisms were identified. The most
prevalent bacterial agents diagnosed by microbiological culture and mass spectrometry
were Staphylococcus pseudintermedius (40/100=40%), a-hemolytic Streptococcus
(37/100=37%), and Pasteurella stomatis (22/100=22%), whereas the most common
genus of fungi was Aspergillus (10/100=10%). Imipenem (207/213=97.2%), ceftiofur
(196/213=92%), and amoxicillin/clavulanic acid (194/213=91.1%) were the most
effective antimicrobials. Conversely, the highest resistance of isolates was observed to
sulfamethoxazole/trimethoprim  (77/213=36.1%), penicillin (75/213=35.2%), and
azithromycin (48/213=22.5%). Multidrug resistance was identified in 18.8% of the
bacterial isolates (40/213), in addition to the detection of the resistance gene mecA in
three isolates of coagulase-positive staphylococci (3/49=6.1%) (one S. aureus and two
S. pseudintermedius). In large-scale sequencing, the most predominant genera were
Porphyromonas (32.5%), Moraxella (16.3%), Fusobacterium (12.8%), and
Conchiformibius (9.5%). Less frequently, there were identified Bergeyella spp. (5%),
Campylobacter spp. (3.8%), and Capnocytophaga spp. (3.4%). High complexity of
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agents was identified in oral microbiota of apparently healthy dogs, including pathogens
with zoonotic potential. Also, isolates revealed a high multidrug resistance to
conventional antimicrobials, an emergent public health issue. Overall, the polymicrobial
nature of oral microbiota of dogs and multi-resistance of the agents to conventional
drugs highlights the potential risk of contaminated lesions caused by bites from dogs-to-
humans, and need for treatment of these lesions based on etiology identification with a

combination of methods, and antimicrobial susceptibility pattern.

Key-words: oral cavity, dog bites, large scale sequencing, MALDI-TOF.
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We appreciate the support of Sdo Paulo Research Foundation (FAPESP; protocol
2018/07345-7).

1. INTRODUCTION

The population of dogs and cats has significantly increased globally, and close
contact with their owners may favor the transmission of some pathogens, particularly
those with zoonotic potential, which is a public health issue (OEHLER et al., 2009;
ESCH and PETERSEN, 2013).

In general, rabies and tetanus represent the main concerns in cases of accidents
in humans after dog bites (CAPELLAN and HOLLANDER, 2003; KNOBEL et al.,
2005). However, the oral cavity of dogs is one of the body regions with the greatest
diversity of microorganisms because of the eating and licking habits of this species, as
well as the lack of oral hygiene (TRABULSI and SAMPAIO, 2005). Despite the
polymicrobial nature that comprises the oral cavity of dogs, including potential zoonotic
agents, a few comprehensive studies have focused on the complexity of aerobic,
anaerobic and fungi that inhabit oral microbiota of healthy dogs (MEYERS et al.,
2008). In this regard, Oehler et al. (2009) identified a similarity between
microorganisms isolated from swabs of oral mucosa from dogs and from bite wounds in
humans from the USA, suggesting risks of the transmission of agents between animals
and owners. Likewise, 6,707 cases of aggressions by dogs were reported in Brazil
between 2007 and 2011 (OLIVEIRA, 2013), a fact that reinforces the possibility of

transmission of pathogens from dogs-to-humans. Given the complexity of



1836
1837
1838
1839
1840
1841
1842
1843
1844
1845
1846
1847
1848
1849
1850
1851
1852
1853
1854
1855
1856
1857
1858
1859
1860
1861
1862
1863
1864
1865
1866
1867
1868
1869

58

microorganisms found in the oral cavity of dogs, the wounds caused by their bites in
humans are considered poly contaminated, which makes treatment extremely difficult
(LIN and PATIL, 2015). About 20% of accidents in humans caused by dog bites evolve
to complications due to bacterial infections, especially in cases with high laceration of
skin (WOLFF, 1998). In cases of severe lacerations or bites that affect several muscle
groups of people secondary or complicate infections can occur, e.g., endocarditis,
meningitis, brain abscess, and sepsis, mainly among immunosuppressed individuals
(BROOK, 2003).

Studies involving the oral microbiota of healthy dogs using molecular
techniques or multidrug-resistant bacteria are scarce or unnoticed and have been mainly
restricted to the microbiological culture of wounds in humans attacked by dog bites
(OEHLER et al., 2009; LEMSADDEK et al., 2016).

In the past years, the mass spectrometry analysis (protein analysis) and the
sequencing of microorganisms on a large scale (microbiome) have enabled the
simultaneous identification of the populations of microorganisms that inhabit different
mucous membranes or organic tracts of animals and humans, as well as environments
and biomes on a world (GILBERT et al., 2010, 2014; THOMPSON et al., 2017). In
humans, the use of the microbiome in the gastrointestinal, oronasal and cutaneous
cavities is promising to the preventive and collective medicine and to control
nosocomial infections (URSELL et al., 2012). In this scenario, the aim of the present
study was to investigate the oral microbiota of 100 healthy dogs, including with
zoonotic potential, as well as the in vitro susceptibility pattern of the isolates using

conventional microbiological examination, mass spectrometry, and microbiomes tests.
2. MATERIAL AND METHODS
Animal Use Ethics Commitee

This study was approved by the Animal Use Ethics Committee (CEUA)
guidelines of FMVZ-UNESP/Botucatu, SP, protocol number 0077/2018. All owners

who allowed the collection of material from the dogs signed a term of consent to be

aware of the study procedures.
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Animals and sampling

A convenience sample of oral microbiota was collected from apparently healthy
dogs in a city of the center of the state of Sdo Paulo, Brazil. The sample size was
estimated based on the prevalence of 20% of isolation of Pasteurella multocida from
the oral cavity of healthy dogs, with a confidence level of 95% and an absolute error of
5% (THRUSFIELD, 2007), which results in a minimum sampling of 100 dogs for the
study.

The dogs were subjected to triple collection of swabs from the oral cavity (one
for stock and two for microbiological cultures) using physical restraint. The sampling
was carried out at home, by friction of the sterile swabs against the animals' teeth, gums,
tongue, and hard palate. Then, two swabs were stored in the Stuart transport medium
and one in a microtube with sterile saline solution. All of them were kept in
refrigeration (4-8°C) and immediately subjected to the microbiology diagnosis. The
swab destined for the stock was frozen at -20°C.

Data on age, race, gender, food, behavior (docile or aggressive), rabies
prophylaxis, living habits with owners and history of biting people or other animals
were obtained from the owners.

The animals were eligible to study if they presented the following conditions: 1)
no administration of antimicrobials, by any route, in the last 30 days (based on the date
of the sampling); ii) absence of severe periodontal disease; iii) absence of any systemic
disease.

Microbiological and fungal culture

All oral samples were cultured under aerobic and microaerophilic conditions
(5% CO32) on sheep blood agar (5%) (Oxoid®, S&o Paulo, Brazil), at 37°C and kept.
Simultaneously, they were subjected to aerobic culture in selective MacConkey medium
(Oxoid®, Séo Paulo, Brazil), under the same conditions mentioned above. The 100
samples were cultured also on blood agar under anaerobic conditions at 37°C for 4 days,
and on Sabouraud agar (Oxoid®, Sao Paulo, Brazil) with the addition of
chloramphenicol (25mg/500mL) and kept at 37°C for 10 days. The bacterial and fungal
microorganisms were classified based on conventional phenotypic characteristics
(QUINN et al., 2011).
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Selective isolation of Pasteurella spp.

All samples of dogs were cultured in sheep blood agar medium containing 6 g

of vancomycin for the selective isolation of Pasteurella spp. (VIANA et al., 2007).

Selective isolation of Staphylococcus aureus and characterization of methicillin-

resistant isolates (mecA gene)

All oral swab samples were cultured on egg-tellurite-glycine-pyruvate agar (BD
Baird-Parker Agar®®, Heidelberg, Germany) with addition of egg yolk with potassium
tellurite (EY Tellurite Enrichment, Difco™, Heidelberg, Germany) in aerobic
conditions at 37°C for 48 hours to isolate staphylococci. The detection of the mecA

gene was performed according to Murakami et al. (1991).

Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry —
MALDI-TOF

All isolates compatible with Clostridium spp., Pasteurella spp., and coagulase-
positive Staphylococcus spp. were subjected to Matrix-assisted Laser Desorption
lonization-Time of Flight Mass Spectrometry (Bruker e Daltonics™, Bremen, Germany)
at 337-nm laser conditions. Spectra were analyzed between 2.000-20.000m/z, using the
Software FlexControl 3.3, and characterization at the level of species was considered >
2.0 (BARREIRO et al., 2010; GONGCALVES et al., 2014).

In vitro microbial susceptibility profile

The bacterial isolates were subjected to the in vitro microbial susceptibility test
using the standard diffusion method, according to the recommendations of the Clinical
Laboratory Standards Institute-CLSI (CLSI, 2015; 2019), using 12 antimicrobials
belonging to 6 classes of drugs, as it follows: 1) penicillins and beta-lactam derivatives
(ceftriaxone, 30ug; ceftiofur, 30ug; amoxicillin/clavulanic acid, 30ug; imipenem,
10png); 2) macrolides (azithromycin, 15ug); 3) fluoroquinolones (enrofloxacin, 5ug;
ciprofloxacin, 10ug; levofloxacin, 5ug); 4) aminoglycosides (gentamicin, 10ug); 5)
amphenicols (chloramphenicol, 30uQ) and 6) sulfonamides
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(sulfamethoxazole/trimethoprim, 25ug). Isolates that exhibit simultaneous resistance to
>3 different groups of antimicrobials were considered multiresistant (MAGIORAKQOS
etal., 2012).

Microbiome

Large-scale genetic sequencing was performed on 20 dogs randomly selected
(one out of five dogs), from 100 dogs sampled in the study. The microbiome samples
were collected using appropriate swabs and microtubes provided by the manufacturer,
and analyzed by Illumina™ device (lllumina, Inc., San Diego, USA) with MiSeq

system, following the manufacturer's protocol.

Statistical analysis

The association between the occurrence of different microorganisms, multidrug
resistance to antimicrobials, and the epidemiological data of the animals (age, race, sex,
type of feeding, behavior, and history of bites) were analyzed by the Chi-square test
(Fisher's Exact), considering significant values of p <0.05 (TRIOLA, 2005).

3. RESULTS

Epidemiological data of the sampled dogs

Out of the 100 sampled dogs, 57% (57/100) did not have a defined breed. Of the
remaining 43% (43/100), the most frequent breeds were: border collie (6/100 = 6%),
poodle (5/100 = 5%), shih-tzu (5/100 = 5%), and blue heeler (4/100 = 4%).

The age of the animals varied between 6 months and 16 years, with an average
of 5.9 years. Among the dogs sampled, 43% (43/100) were under five years old, 39%
(39/100) between 5 and 9 years old, and 18% (18/100) were 10 years old or more. Of
the total, 57% (57/100) were females and 43% (43/100) males.

Regarding food, 80% (80/100) were fed only with dog food and 20% (20/100)
with dog and homemade foods. Of the total, 97% (97/100) were considered docile by
the owners and only 3% (3/100) reported as aggressive.



1972
1973
1974
1975
1976
1977
1978
1979
1980
1981
1982
1983
1984
1985
1986
1987
1988
1989
1990
1991
1992
1993
1994
1995
1996
1997
1998
1999
2000
2001
2002
2003
2004

62

Regarding rabies prophylaxis, 94% (94/100) were vaccinated annually. When
asked about the history of animal aggression, 80% of owners (80/100) stated that their
dogs have never been involved in any type of aggression, while 7% (7/100) reported
episodes of aggression against other animals, 6% (6/100) against unknown people, 3%
(3/100) against relatives or friends, 2% (2/100) against the owners themselves, and 2%
(2/100) against the animal's veterinarian. Of the total, 15% (15/100) had frequent
contact with children.

Most dogs (77/100 = 77%) had free access to all the rooms in the household,
including the owner's bedroom, although only 26% (26/100) were used to sleep in the
same bed as someone from the family.

When asked about the oral hygiene of their animals, 89% of the owners (89/100)
stated that they had never carried out any hygiene procedure, while 5% (5/100)
performed cleaning every 15 days, 4% (4/100) once a week, and 2% (2/100) twice a

week.

Microorganisms identification

The frequency of bacterial microorganisms isolated from the 100 sampled dogs
is summarized in Table 1. The main microorganisms identified by microbiological
and/or mass spectrometry were: Staphylococcus pseudintermedius (40/213 = 18.78%),
a-hemolytic Streptococcus (37/213 = 17.37%), Pasteurella stomatis (22/213 = 10.33%),
Staphylococcus spp. (coagulase-negative) (18/213 = 8.45%), Pasteurella canis (16/213
= 7.51%), Pseudomonas spp. (12/213 = 5.63%), Escherichia coli (11/213 = 5.16%),
Neisseria animaloris (10/213 = 4.69%) and Neisseria zoodegmatis (10/231 = 4.69%)
(Table 1).
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2005 TABLE 1. Frequency of bacteria identified from the oral cavity of 100 healthy dogs,
2006  diagnosed by microbiological® and mass spectrometry (MALDI-TOF)? techniques.
2007  Brazil, 2020.

2008
2009 Microorganisms N %
2010 Staphylococcus pseudintermedius? 40 18.78%
2011 a-hemolytic Streptococcus? 37 17.37%
Pasteurella stomatis? 22 10.33%
2012 Staphylococcus spp.t 18 8.45%
2013 Pasteurella canis? 16 7.51%
2014 Pseudomonas spp.t 12 5.63%
2015 Escherichia colit 11 5.16%
5016 Neisseria animaloris? 10 4.69%
Neisseria zoodegmatis? 10 4.69%
2017 Staphylococcus intermedius? 6 2.82%
2018 Enterobacter cloacae! 4 1.88%
2019 Micrococcus spp.t 4 1.88%
2020 Rothia nasimurium? 4 1.88%
5021 Klebsiella pneumoniae! 3 1.41%
Pasteurella multocida? 3 1.41%
2022 Staphylococcus aureus? 3 1.41%
2023 Enterobacter aerogenest 2 0.94%
2024 Pasteurella dagmatis? 2 0.94%
2025 Proteus mirabilist 2 0.94%
Chryseobacterium gleum? 1 0.47%
2026 Chryseobacterium indologenes? 1 0.47%
2027 Citrobacter freundiit 1 0.47%
2028 Neisseria weaveri? 1 0.47%
2029 Total 213 100.00%
2030

2031  MALDI-TOF = Matrix Assisted Laser Desorption lonization — Time of flight; N =
2032  Number of isolates; % = Frequency of isolates

2033

2034  Pasteurella spp.

2035

2036 Colonies compatible with Pasteurella spp. were isolated from 60% (60/100) of
2037  the oral cavity samples. Two different types of colonies were isolated in four samples,

2038  resulting in 64 isolates of Pasteurella spp. The MALDI-TOF MS revealed that P.
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stomatis was the most frequent species (22/64 = 34.4%), followed by P. canis (16/64 =
25%), P. multocida (3/64 = 4.7%), and P. dagmatis (2/64 = 3.1%). The remaining
isolates were identified as Neisseria species (21/64 = 32.8%), including N. animaloris
(10/64 = 15.6%), N. zoodegmatis (10/64 = 15.6%), and N. weaveri (1/64 = 1.6%). The
prevalence of the genus Pasteurella was 42% (42/100), since in a sample of the oral
cavity there were identified two distinct species; whereas the prevalence of the genus

Neisseria was 19% (19/100), since two samples revealed two different species.

Staphylococcus spp.

Typical colonies of staphylococci were isolated in 66% (66/100) of the samples.
A sample had two different colonies, totaling 67 isolates, which were subjected to
biochemical tests (coagulase, Mannitol Salt Agar, DNAse, and trehalose). The
coagulase-positive isolates (49/67 = 73.1%) were subjected to diagnosis by mass
spectrometry (MALDI-TOF MS), and the coagulase-negative isolates (18/67 = 26.9%)
were classified as Staphylococcus spp. MALDI-TOF revealed a predominance of S.
pseudintermedius (40/49 = 81.6%), followed less frequently by S. intermedius (6/49 =
12.3%) and S. aureus (3/49 = 6, 1%).

Enterobacteria

Enterobacteria were isolated in 21% (21/100) of the samples. Among two
samples, two different species were isolated, resulting 23 isolates. The most frequent
species was Escherichia coli (11/23 = 47.8%), followed by Enterobacter cloacae (4/23
= 17.4%), Klebsiella pneumoniae (3/23 = 13%), Enterobacter aerogenes (2/23 = 8.7%),
Proteus mirabilis (2/23 = 8.7%), and Citrobacter freundii (1/23 = 4.4%).

Other bacterial microorganisms

Other bacterial microorganisms isolated from the sampled dogs were: a-
hemolytic Streptococcus (37/100 = 37%), Pseudomonas spp. (12/100 = 12%),
Micrococcus spp. (4/100 = 4%), Rothia nasimurium (4/100 = 4%), Chryseobacterium
indologenes (1/100 = 1%), and Chryseobacterium gleum (1/100 = 1%).
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Fungi and yeasts

Fungi and yeasts were isolated in 19% of the samples (19/100). One of them
showed two distinct colonies, resulting in 20 isolates. The most prevalent genus was
Aspergillus (10/100 = 10%), followed by Malassezia pachydermatis (4/100 = 4%). Less
frequently there were identified: Bipolaris sp. (1/100 = 1%), Curvularia sp. (1/100 =
1%), Fusarium sp. (1/100 = 1%), Nigrospora sp. (1/100 = 1%), Scopulariopsis sp.
(1/100 = 1%), and Trichoderma sp. (1/100 = 1).

Anaerobes

The microbiological cultures under anaerobic conditions did not reveal any

colony compatible with clostridia or strict anaerobes microorganisms.

In vitro microbial susceptibility test

The most effective antimicrobials against the isolates were imipenem (207/213 =
97.2%), ceftiofur (196/213 = 92%), and amoxicillin/clavulanic acid (194/213 = 91.1%).
In contrast, the isolates revealed greater resistance to sulfamethoxazole/trimethoprim
(77/213 = 36.1%), penicillin (75/213 = 35.2%), and azithromycin (48/213 = 22.5%)
(Table 2). The microbial susceptibility profile of the main groups of bacteria identified
in the sampled dogs is summarized in Table 3. Imipenem and amoxicillin/clavulanic
acid were the most effective drugs to the main groups of bacteria identified, except
enterobacteria, in which cephalosporins showed better efficacy. In general, Pasteurella
and Neisseria isolates showed little resistance to the drugs used. In contrast,
staphylococci showed resistance, in variable frequency, to various antimicrobials (Table
3).

Bacterial multidrug resistance was identified in 19.2% of the isolates (41/213),
which occurred mainly in Staphylococcus pseudintermedius (19/41 = 46.3%), followed
by Pseudomonas spp. (10/41 = 24.4%), Escherichia coli (4/41 = 9.7%) and
Staphylococcus spp. (4/41 = 9.7%).

The methicillin resistance gene (mecA) was detected in 6.1% (3/49) of the
coagulase-positive Staphylococcus isolates: one S. aureus and two S. pseudintermedius
(Figures 1A-E).
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TABLE 2. In vitro antimicrobial susceptibility pattern of 213 bacteria isolated from the

Susceptibility

Antimicrobial S (%) PS (%) R (%)
Imipenem 207 (97.2) 6 (2.8) 0
Ceftiofur 196 (92) 8(3.8) 9(4.2)
Amoxicillin/clavulanic acid 194 (91.1) 3(14) 16 (7.5)
Levofloxacin 189 (88.7) 8(3.8) 16 (7.5)
Ceftriaxone 187 (87.8) 12 (5.6) 14 (6.6)
Gentamycin 183 (85.9) 12 (5.6) 18 (8.5)
Chloramphenicol 178 (83.6) 9(4.2) 26 (12.2)
Ciprofloxacin 174 (81.7) 20 (9.4) 19 (8.9)
Enrofloxacin 171 (80.3) 26 (12.2) 16 (7.5)
Azithromycin 160 (75.1) 5(2.4) 48 (22.5)
Penicillin 138 (64.8) 0 75 (35.2)
Sulfamethoxazole/trimethoprim 132 (62) 4 (1.9) 77 (36.1)

S = Sensitive; PS = Partially sensitive; R = Resistant
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2111  TABLE 3: In vitro antimicrobial susceptibility profile from the main groups of bacteria isolated from the oral cavity of 100 healthy dogs. Brazil,

2112 2020.
Microorganisms
Staphylococcus sp. (n=67) Pasteurella sp. (n=43) a'hemOIytEE:SSt;;j ptococcus Neisseria sp. (n=21) Enterobacteria (n=23) Others (n=22)
Antimicrobial S PS R S PS R S PS R S PS R S PS R S PS R
. 67 43 37 21 17 6 22
Imipenem 100%) ° O (100%) °© O (100w O @oo%) O (73.9%) (261%) ©  (100%) ° 0
. 66 1 43 37 21 20 3 9 5 8
Ceftiofur ©85%) O (15%) (100%) O O (oow) O O ooy O O g1 @sw) 0 (409%) (22.7%) (36.4%)
Amoxicillin/clavulanic 66 0 1 43 0 0 37 0 0 21 0 0 19 2 2 8 1 13
acid (98.5%) (1.5%)  (100%) (100%) (100%) (82.6%) (8.7%) (8.7%) (36.4%) (4.5%) (59.1%)
Ceftriaxone 64 1 2 43 0 0 32 1 4 21 0 0 16 3 4 11 7 4
(95.5%) (1.5%) (3%)  (100%) (86.5%) (2.7%) (10.8%) (100%) (69.6%) (13%) (17.4%) (50%) (31.8%) (18.2%)
Levofloxacin 51 2 14 43 0 0 36 0 1 21 0 0 18 4 1 20 2 0
(76.1%) (3%)  (20.9%) (100%) (97.3%) (2.7%)  (100%) (78.2%) (17.4%) (4.4%) (90.9%) (9.1%)
Gentamvain 54 4 9 41 2 0 28 3 6 21 0 0 20 3 0 19 0 3
y (80.6%) (6%) (13.4%) (95.4%) (4.6%) (75.7%) (8.1%) (16.2%) (100%) (87%)  (13%) (86.4%) (13.6%)
. 52 15 43 35 2 21 21 2 6 5 11
Chloramphenicol 776%) 0 (224%) (00%) O O (aa6w) (aw) O woow) O O (13w 87w O (273%) (227%) (50%)
Cinrofloxacin 51 1 15 42 1 0 26 11 0 21 0 0 13 6 4 21 1 0
P (76.1%) (1.5%) (22.4%) (97.7%) (2.3%) (70.3%) (29.7%) (100%) (56.5%) (26.1%) (17.4%) (95.5%) (4.5%)
Enrofloxacin 48 6 13 42 1 0 28 8 1 18 3 0 19 3 1 16 5 1
(71.6%) (9%) (19.4%) (97.7%) (2.3%) (75.7%) (21.6%) (2.7%) (85.7%) (14.3%) (82.6%) (13%) (4.4%) (72.7%) (22.8%) (4.5%)
Azithromycin 37 0 30 43 0 0 30 3 4 o o . 0 8 14 2 6
(55.2%) (44.8%)  (100%) (81.1%) (8.1%) (10.8%) (100%) (65.2%) (34.8%) (63.6%) (9.1%) (27.3%)
Penicillin 30 0 37 42 0 L 36 0 L 21 0 0 o0 0 23 o 0
(44.8%) (55.2%) (97.7%) (2.3%) (97.3%) (2.7%)  (100%) (100%)  (40.9%) (59.1%)
Sulfamethoxazole / 37 1 29 26 0 17 20 1 16 20 1 0 18 1 4 11 0 11
trimethoprim (55.2%) (1.5%) (43.3%) (60.5%) (39.5%) (54.1%) (2.7%) (43.2%) (95.2%) (4.8%) (78.2%) (4.4%) (17.4%) (50%) (50%)
2113
2114  Staphylococcus sp. = S. aureus, S. intermedius, S. pseudintermedius, and coagulase-negative staphylococci; Pasteurella sp. = P. canis, P. dagmatis, P. multocida, and
2115  P. stomatis; Neisseria sp. = N. animaloris, N. weaveri, and N. zoodegmatis; Enterobacteria = Citrobacter freundii, Enterobacter aerogenes, E. cloacae, Escherichia
2116 coli, Klebsiella pneumoniae, and Proteus mirabilis; Others = Chryseobacterium gleum, C. indologenes, Micrococcus sp., Pseudomonas sp., and Rothia nasimurium.
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FIGURE 1A: Pulsed-field gel electrophoresis for detection of the mecA gene in coagulase-

positive staphylococci isolates from oral cavity of healthy dogs. Column 1: Ladder 100 bp; column
2: USA300 (Positive control); column 3: isolate 6; column 4: isolate 39; column 5: isolate 79; column 6: isolate
19; column 7: isolate 21; column 8: isolate 22; column 9: isolate 29; column 10: isolate 30; column 11: isolate 31;
column 12: isolate 32; column 13: isolate 37; column 14: isolate 38; column 15: MW?2 (Positive control); column

16: negative control.

FIGURE 1B: Pulsed-field gel electrophoresis for detection of the mecA gene in coagulase-

positive staphylococci isolates from oral cavity of healthy dogs. Column 1: Ladder 100 bp; column
2: USA300 (Positive control); column 3: isolate 51; column 4: isolate 64; column 5: isolate 69; column 6: isolate
2; column 7: isolate 36; column 8: isolate 41; column 9: isolate 71; column 10: isolate 74; column 11: isolate 81;
column 12: MW?2 (Positive control); columns 13 and 14: empty; column 15: negative control; column 16: empty.

8 9 1011 12 13 14 15 16

FIGURE 1C: Pulsed-field gel electrophoresis for detection of the mecA gene in coagulase-

positive staphylococci isolates from oral cavity of healthy dogs. Column 1: Ladder 100 bp; column
2: negative control; column 3: USA300 (Positive control); column 4: MW?2 (Positive control); column 5: isolate
9; column 6: isolate 13; column 7: isolate 14; column 8: isolate 16; column 9: isolate 17; column 10: isolate 23;
column 11: isolate 24; column 12: isolate 25; column 13: isolate 27; column 14: isolate 33; column 15: isolate 35;
column 16: empty.



2137

2138

2139

2140
2141
2142

2143

2144
2145

2146

2147
2148

2149
2150
2151
2152
2153
2154
2155
2156

69

FIGURE 1D: Pulsed-field gel electrophoresis for detection of the mecA gene in coagulase-

positive staphylococci isolates from oral cavity of healthy dogs. Column 1: Ladder 100 bp; column
2: isolate 43; column 3: isolate 57; column 4: isolate 61; column 5: isolate 65; column 6: isolate 70; column 7
isolate 75; column 8: isolate 77; column 9: isolate 78; column 10: isolate 83; column 11: isolate 84; column 12:
isolate 86; column 13: isolate 89; column 14: isolate 92; column 15: isolate 93; column 16: empty.

FIGURE 1E: Pulsed-field gel electrophoresis for detection of the mecA gene in coagulase-

positive staphylococci isolates from oral cavity of healthy dogs. Column 1: Ladder 100 bp; column

2: USA300 (Positive control); column 3: negative control; column 4: isolate 42; column 5: isolate 60; column 6:

isolate 93 (repetition); column 7: isolate 97.

Microbiome

Large-scale sequencing (microbiome) was performed on 20 oral cavity
samples. The results show all the microorganisms species and the total number of
sequences in each sample, which varied between 3,794 and 101,622, with an average
of 53,562 sequences/sample. Figures 2 and 3 illustrate the bacterial genera identified

with the highest frequency of sequencing in the 20 healthy dogs sampled.
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2158

2159  FIGURE 2: Absolute number of the genetic sequencing of the most frequent bacterial genera obtained from the microbiome technique in 20
2160  samples of the oral cavity of healthy dogs. Brazil, 2020.
2161 * Miscellaneous = Peptostreptococcus spp., Pseudomonas spp., Rothia spp., Serratia spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., and others.
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2164  FIGURE 3: Proportion of the most frequent bacterial genera identified by large-scale sequencing (microbiome) in 20 samples from the oral

2165  cavity of healthy dogs. Brazil, 2020.
2166  * Miscellaneous = Peptostreptococcus spp., Pseudomonas spp., Rothia spp., Serratia spp., Staphylococcus spp., Streptococcus spp., and others.
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Statistical analysis

No statistical association was found between microbiological or molecular
identification of isolates, multidrug resistance, and animal epidemiological data (p>
0.05).

4. DISCUSSION

This study identified great complexity of bacterial and fungal microorganisms
in the oral cavity of 100 apparently healthy dogs using conventional microbiological
and advanced molecular techniques (mass spectrometry and large-scale genetic
sequencing), as well as high multidrug resistance of the isolates (19.2%). The
identification of a high frequency of pathogens with zoonotic potential from the oral
microbiota of dogs highlights the risk that accidents caused by dog bites pose to
humans, especially due to the close contact between pets and owners.

The growth of several types of bacterial colonies in conventional culture media
required the use of selective media for certain genera of interest, such as Pasteurella
and Staphylococcus. For species-level characterization of the microorganisms, mass
spectrometry (MALDI-TOF) was used, which enabled the identification of uncommon
species reported as normal inhabitants of the oral microbiota of healthy dogs.

Among the species of Pasteurella, P. multocida and P. canis have been the
most described as inhabitants of the oral microbiota of dogs in Brazil (BRAGA et al.,
2005; FERREIRA et al., 2016), USA (BAILIE et al., 1978), and Slovenia (SRECNIK
et al., 2019). Nonetheless, the use of mass spectrometry in the 100 dogs studied
revealed a higher prevalence of P. stomatis, uncommonly referred. Despite the low
prevalence, the identification of P. multocida in the oral cavity of dogs is important
because of the zoonotic potential of the pathogen as a result of accidents by dogs bites,
since this microorganism has already been reported as a primary cause of several
complications in humans attacked by dogs or in close contact with them. In this
context, a case of meningitis caused by P. multocida was reported in a seven-weeks-
old child in England, after a history of contact with another person’s hand previously
licked by a dog (WADE et al., 1999). In France, P. multocida was identified in an
immunocompetent adult patient without a history of dog bites or licking. The isolate

was similar to that obtained from his dog's mouth, which was diagnosed by mass
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spectrometry (BARDOU et al., 2015). Septicemia by P. multocida has also been
described in China in an immunocompromised elderly human patient after having an
open wound licked by a domestic dog (CHANG et al., 2007). A similar case in
Colombia was recorded in a patient with the habit of sharing food with the dog
(NAVARRO- NAVAJAS et al., 2019).

Likewise Pasteurella genus, species of Neisseria such as N. zoodegmatis and
N. animaloris are also common inhabitants of the oral cavity of dogs. These
microorganisms have been described causing mild pulmonary signs in dogs, and
clinical complications in different organs in humans. A retrospective study in Sweden,
in 2013, reported 13 human patients with an average age of 56 years, whose secretions
from wounds caused by dog bite were subjected to microbiological culture, which
identified N. zoodegmatis and N. animaloris (HEYDECKE et al., 2013). Most patients
had local signs in the wound region, although one evolved to septicemia. Interestingly,
N. zoodegmatis and N. animaloris were the most prevalent species of Neisseria
identified by mass spectrometry (MALDI-TOF) in the current study, warning to the
zoonotic potential of these agents that naturally inhabit the oral cavity of healthy dogs.

For the isolation of staphylococci among 100 dogs sampled, egg-tellurite-
glycine-pyruvate agar medium was used. Dark colonies with double lipolysis halo
were preliminarily classified as S. aureus after the biochemical tests. Nevertheless,
mass spectrometry analysis identified most of these isolates as S. pseudintermedius,
followed by S. intermedius and S. aureus less frequently. The same difficulty on the
speciation was reported by Chuang et al. (2010), in China, when they described a case
of septicemia by S. pseudintermedius in a 6-years-old child with continuous use of an
intravenous catheter for medicinal purposes, and a history of recent contact with two
dogs. Similarly, Borjesson et al. (2015) reported in a study in Sweden that ~13% of the
colonies of S. pseudintermedius were incorrectly classified as S. aureus and suggested
the use of molecular techniques to distinguish both species.

S. pseudintermedius is a common inhabitant of the skin and mucosa of dogs.
However, due to the biochemical similarity with other species, it has probably been
underdiagnosed or underestimated as a primary agent of infection in humans attacked
by bites or with close contact with dogs. In this context, S. pseudintermedius was
reported in France in a case of endocarditis in a patient using a pacemaker (RIEGEL et
al., 2011). In Spain, a study of four cases of infected wounds of humans caused by S.

pseudintermedius revealed that two patients had isolates with identical patterns in the
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electrophoretic profile, and in vitro antimicrobial susceptibility test, when compared to
the isolates obtained from their domestic dogs (LOZANO et al., 2017), indicating the
possibility of zoonotic transmission of the pathogens from dogs-to-owners.

The prevalence of enterobacteria was relatively low in the oral cavity among
the 100 dogs sampled, which was an expected result, since the fecal origin of these
microorganisms. The isolation of Escherichia coli and Klebsiella pneumoniae can be
justified by the habit of licking and coprophagy in young dogs, which could facilitate
the transient presence of enterobacteria in the oral cavity. Also, it is important to
mention the risk of severe human infections by these pathogens, as described in 2018,
in Spain, where an elderly patient died after developing fulminant hemorrhagic
purpura secondary to a dog bite. This patient presented extensive areas of cutaneous
necrosis and the co-isolation of E. coli and Staphylococcus warneri in the blood
culture (RUIZ et al.,, 2018). No report of human septicemia by K. pneumoniae
secondary to a dog bite has been described, although it is known that this pathogen
commonly shows multidrug resistance to conventional antimicrobials. Therefore, the
identification of K. pneumoniae in the oral mucosa of healthy dogs in the sampled
animals reinforces the risk of serious infections by this pathogen after bite aggressions
(KASEMPIMOLPORN et al., 2003).

Alpha-hemolytic Streptococcus was identified in 37% of the oral cavity of 100
sampled dogs. A similar result was obtained in a retrospective study carried out
between 1995 and 1996, in 18 emergency departments in the United States, which
revealed the prevalence of 46% of hemolytic streptococci in wounds of humans bitten
by dogs, and emphasizes the zoonotic potential of this group of pathogens (TALAN et
al., 1999).

A low prevalence of Pseudomonas spp. was observed in the samples of this
study. However, the presence of this pathogen in the oral microbiota of healthy dogs
warns to the need for an appropriate therapeutic approach to dog bite injuries, since
some species as P. aeruginosa, have been related to nosocomial human infections, and
are highly resistant to conventional antimicrobials (LANDMAN et al., 2007).

Chryseobacterium indologenes and C. gleum, formerly from Flavobacterium
genus, are pathogens often described in severe hospital infections in humans,
particularly immunosuppressed patients and/or with history of use of catheters and
tracheotomies tubes, and has been considered an emerging infection in the United

States (MUKERJI et al., 2016). Although C. indologenes commonly presents low
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pathogenicity in immunocompetent individuals, it has already been described causing
septicemia in a patient in India without the history of hospitalization, invasive
procedures, or immunosuppressive comorbidities (BARUAH et al., 2016). Given the
low prevalence in the present study, the identification of two species of this genus in
the oral cavity of healthy dogs indicates a potential risk of transmission of these
pathogens from dogs-to-humans.

Aspergillus spp. are saprophytic fungal microorganisms commonly involved in
otitis and sinusitis diseases in dogs, which can evolve to severe central nervous system
complications (GOODALE et al., 2016; BENTLEY et al., 2018). In the present study,
10% of dogs had Aspergillus spp. in the oral microbiota. However, no case of isolation
of Aspergillus spp. from the oral cavity of healthy dogs was found, which makes it
difficult to compare this result with similar studies. Malassezia pachydermatis was the
only species of yeast identified in 4% of the oral cavity of dogs sampled, as opposed
of other studies in Brazil that revealed the isolation of the same agent up to 30% of
oral samples of dogs (BRITO et al., 2009; SANTIN et al., 2013).

The bacterial resistance is an emergent issue worldwide, including the recent
concept of One Health (CDC, 2013; WHO, 2014; RIBEIRO et al., 2015; McEWEN
and COLLIGNON, 2018). In the current study, the most effective antimicrobials
against the isolates were imipenem, ceftiofur, and amoxicillin/clavulanic acid. These
drugs have been indicated for the treatment of oral infections of dogs and wounds in
humans caused by dog bites (MEYERS et al., 2008; OEHLER et al., 2009). In fact,
when it is not possible to carry out microbiological culture and in vitro susceptibility
pattern test, these drugs can be considered as options to treat human patients who
suffered aggressions, particularly by homeless dogs or the ones that evaded after the
attack. Despite the high susceptibility of the isolates to the aforementioned drugs, it is
important to associate other antimicrobials, since the injuries caused by dog bites are
considered polymicrobial (MEYERS et al., 2008). In contrast, high resistance of
bacterial isolates was observed for sulfamethoxazole/trimethoprim (36.1%) and
penicillin (35.2%), which can be attributed to the continuous use of these drugs in
veterinary medicine for over 40 years (ZAMBORI et al., 2013; BEAN and
WIGMORE, 2016). The identification of multi-resistant isolates in the oral cavity
samples among dogs sampled reinforces the risk of transmission of resistant bacteria
from the oral microbiota of dogs to humans. In addition, it reinforces the

recommendation that the treatment of wounds in humans caused by dog bites should
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be supported by etiological identification and in vitro antimicrobial susceptibility tests
of isolates.

The identification of the mecA gene in one isolate of Staphylococcus aureus
and two isolates of S. pseudintermedius obtained from samples of oral secretion from
dogs in the present study indicates the risk of transmission of resistant bacteria
between dogs and humans. The mecA resistance gene has already been described in
isolates of S. aureus from dogs of Sweden (WIPF and PERRETEN, 2016), China
(HUANG and CHOU, 2019), Poland (KIZERWETTER-SWIDA et al., 2019) and
Egypt (FARGHALI et al., 2019). Fessler et al. (2018) also reported the occurrence of
methicillin-resistant S. aureus and S. pseudintermedius (MRSA and MRSP,
respectively) in veterinary hospital employees in Germany. Similarly, Worthing et al.
(2018) identified both species carrying the mecA gene in dogs, owners, and
veterinarians in two veterinary hospitals from Australia, reinforcing the potential risk
of transmission of these resistant pathogens between dogs and humans in the
veterinary medicine practice or secondary to nosocomial infections.

The 20 samples of oral secretion from dogs in the current study that were
subjected to large-scale genetic sequencing (microbiome) revealed great complexity of
bacterial microorganisms, although only 20% of 100 oral samples of dogs were
subjected to this last-generation technique, a fact that may be considered a limitation
of the current study.

The genera Pasteurella and Neisseria were detected among the 10
microorganisms with the highest number of sequencing in all samples, as well as being
identified microbiological culture and/or mass spectrometry. The Neisseria genus has
been described in high frequency using large-scale genetic sequencing in the oral
cavities of four dogs and their owners in South Korea (OH et al., 2015). In contrast, it
was not possible to isolate the strictly anaerobic bacteria of Fusobacterium and
Porphyromonas genera using conventional microbiological procedures, whereas they
sequenced herein using the microbiome technique, in addition to similar studies (OH
et al., 2015), indicating that large-scale genetic sequencing is effective to identify strict
anaerobic microorganisms in the oral sample of dogs.

All 20 samples subjected to the microbiome revealed a high number of the
sequencing of Bergeyella spp., which is a normal inhabitant of the upper respiratory
tract and oral cavity of dogs (MURAMATSU et al., 2019). This microorganism has

already been identified causing septicemia in patients without a history of a dog bite in
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China (LIN et al., 2007; CHEN et al., 2017), and in a patient bit by a dog in Spain
(MONTEJO et al., 2001), reinforcing zoonotic potential of the pathogen.

Species of the genus Capnocytophaga were also sequenced in high quantity in
the 20 samples of the oral cavity of dogs subjected to large-scale genetic. The first
report of identification of Capnocytophaga canimorsus in the saliva of dogs was in the
USA (BAILIE et al., 1978), and subsequently, several cases of serious infections were
reported in human patients after dog bites. In this context, an elderly patient in the
Czech Republic presented purulent meningitis caused by C. canimorsus secondary to
dog bite (PRASIL et al., 2020). In the United Kingdom, an elderly woman was
affected by endocarditis caused by C. canimorsus after being scratched by her dog
(SQUIRE and HETHERINGTON, 2020). A retrospective study involving 484 cases of
human infections by C. canimorsus, between 1990 and 2014, revealed a history of
dog bite in 60% of the cases and a history of dog scratches or licks in 27% of them,
with a mortality rate of 26% (BUTLER, 2015). Thus, C. canimorsus-induced
infections in humans after a dog bite, scratch or lick are ones of the most worrying
because of the high frequency and severity of clinical signs in patients.

Other pathogens with high frequency of sequencing in the microbiome were
Campylobacter spp., Corynebacterium spp., and Moraxella spp., which have
previously been described in wound secretions caused by dog bites in the USA
(TALAN et al., 1999; MERRIAM et al., 2003), Germany (FUNKE et al., 2010) and
the United Kingdom (BYGOTT et al., 2008).

Interestingly, there was no microbiological isolation or sequencing of species
belonging to the Clostridium genus. In contrast, Griffin and Holt (2001) identified
Clostridium spp. in the USA in samples of human wounds caused by dog bites,
indicating that anaerobic agents should be considered in the diagnosis of skin lesions
in humans after dog bites.

Overall, a plurality of microorganisms with zoonotic potential was identified
from the oral microbiota of healthy dogs in the current study, as well as the high
multidrug resistance of some pathogens to conventional antimicrobials. These findings
highlight the need for avoiding close or promiscuous contact with the oral cavity of
dogs, as well as target the treatments of humans attacked by bites based on the

identification of etiology and in vitro antimicrobial susceptibility tests.



2371
2372
2373
2374
2375
2376
2377
2378
2379
2380
2381
2382
2383
2384
2385
2386
2387
2388
2389
2390
2391
2392
2393
2394
2395
2396
2397
2398
2399
2400
2401
2402
2403
2404

78

5. CONCLUSIONS

v' Staphylococcus spp., Streptococcus spp., and Pasteurella spp. were the main
genera of microorganisms identified by microbiological culture and mass
spectrometry, reinforcing the presence of these agents in the oral cavity of healthy
dogs;

v’ Large-scale genetic sequencing revealed a great diversity of aerobic and
anaerobic bacteria in the oral cavity of healthy dogs, including pathogens that were not
isolated in conventional culture media, confirming the microbiome technique for the
population study of microorganisms;

v" Imipenem, amoxicillin/clavulanic acid, and cephalosporins (ceftiofur and
ceftriaxone) were the most effective antimicrobials against isolates, representing drugs
that can be indicated for oral infections in dogs and occasionally in humans attacked
by bites when it is not possible to identify the causal agent;

v' The bacterial isolates revealed ~20% of multidrug resistance, particularly for
sulfamethoxazole/trimethoprim and penicillin, probably due to the continuous or non-
rational use for decades of these antimicrobials in the treatment of different diseases of
dogs, which can increase the selective pressure for resistant bacteria;

v' Great complexity of agents has been identified in the oral microbiota of dogs,
including pathogens previously reported in infections in humans after bites, e.g.,
Pasteurella sp., Staphylococcus sp. and Capnocytophaga sp., warning to the need of
considering dog bites as highly contaminated and polymicrobial lesions, along with
the risk of transmission of potentially zoonotic microorganisms to humans secondary

to dog bites.

6. GLOSSARY

a = Alpha

B = Beta

Kg = Micrograms

CEUA = Animal Use Ethics Committee

CO2 = Carbon Dioxide

USA = United States of America

FMVZ = School of Veterinary Medicine and Animal Science
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MALDI-TOF MS = Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass
spectrometry

MG = Minas Gerais

mg = Milligrams

mL = Milliliters

MRSA = Methicillin-resistant Staphylococcus aureus

MRSP = Methicillin-resistant Staphylococcus pseudintermedius
bp = Base pairs

SP = Sao Paulo

UNESP = Sao Paulo State University

USP = University of Sao Paulo

°C = Degrees (Celsius)

% = Percentage
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