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OCORRENCIA DE Escherichia coli RESISTENTE A

ANTIMICROBIANOS EM DIFERENTES SITIOS CORPORAIS EM
UMA POPULACAO DIVERSA DE GATOS SAUDAVEIS

RESUMO - Animais de estimagdo e humanos t€m contato muito proximo, o que favorece o
mtercdmbio de micro-organismos de suas microbiotas, como, por exemplo, de Escherichia
coli (E. coli), que ¢ prevalente como simbionte na microbiota de humanos e animais.
Paradoxalmente, também ¢ reconhecida como micro-organismo com alto impacto -clinico,
devido a elevada ocorréncia de cepas resistentes as multiplas drogas. O alto consumo de
antimicrobianos, observado tanto na medicina humana, quanto na veterinaria, representa forte
pressdo de selecdo também em bactérias da microbiota. Desta forma, o presente estudo
mvestiga a prevaléncia da resisténcia antimicrobiana e analisa a filogenia de cepas de E. coli
isoladas de abdomen/dorso, boca, genitdlia externa e reto de gatos saudaveis, relacionando-as
com sua populagdo de origem. A proximidade da residéncia do tutor do gato em relacdo a
locais onde o uso de agentes antimicrobianos ¢ rotineiro foi usada como critério para a
formacdo de trés populagcdes, constituidas da seguinte forma: por animais cujos tutores
residem proximos a hospitais ou postos de satde humana (CSH); proximos as clinicas
veterindrias (CSV) e sem proximidade com esses locais (SMP). Foram coletadas 325
amostras a partir de 65 gatos, das quais foram obtidas 231 cepas de E. coli, provenientes de
todos os sitios corporais pesquisados. O reto originou a maioria dos isolados susceptiveis. A
populacio CSH exibiu maiores frequéncias de resisténcia a ampicilina, cefazolina e
cefalotina, assim como a maioria dos fenotipos de resisténcia as multiplas drogas (MDR), a
populacio CSV foi mais resistente ao cotrimoxazol. Maior similaridade de resisténcia foi
observada entre cepas isoladas do reto e genitdlia externa e, entre as isoladas do
abdomen/dorso e boca. Fendtipo ESBL (Extended Spectrum Betalactamases - Beta lactamases
de espectro ampliado) ocorreu em duas cepas (0,88%). Classificacdo filogenética, realizada
por Triplex PCR, em 191 cepas, revelou presenca de todos os grupos filogenéticos
pesquisados (A, B, B, e D), a maioria oriunda do grupo A (49,7%) em todas as populagdes; o
grupo B, ocorreu em 36,1% dos isolados, enquanto os grupos B; e D em 4,9% e 9,9%
respectivamente. As maiores prevaléncias de resisténcia nos grupos filogenéticos, segundo a
populacdao de origem foram: grupos A e D, populacdo CSH (64,3 e 70,0%, respectivamente);
grupo B, populagdes CSV e SMP (69,5 e 47,6%, respectivamente); grupo B; apresentou
100% de resisténcia nas cepas CSH, 50% na SMP e 20% na CSV (20%). Entre os isolados do
reto foram observados os filogrupos A (44%), Bl (4,7%), B2 (36,2%) e D (14,9%); os
isolados do abdomen/dorso foram exclusivamente do grupo A, enquanto os da genitdlia
externa exibiram maiores prevaléncias dos grupos B, (52,6%) e A (42%), ndo ocorrendo
cepas do grupo D. As provenientes da boca se distrbuiram somente entre os grupos A
(76,9%) e By (23,1%). E. coli resistente a antimicrobianos foi isolada em todos os sitios
corporais investigados nas trés populagdes, o que aumenta o risco de disseminagdo de cepas
MDR entre humanos.

Palavras chave: ESBL (Resisténcia estendida aos betalactimicos), multirresisténcia, filogenia,
saude humana, saude animal.
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OCURRENCE OF ANTIMICROBIAL RESISTANT Escherichia Coli FROM
DIFFERENT BODY SITES IN DIVERSE HEALTHY
CAT POPULATIONS.

SUMMARY - Pets and humans have close contact, allowing the exchange of micro-
organisms of their microbiota as Escherichia coli (E. coli), which is prevalent as a simbionte
of the human and animal microbiota. Paradoxally, it is also recognized as a high clinic
impact, due to a high ocurrence of multiple drugs resintant strains. The high usage of
antimicrobials agents, observed in the human medicine, as well as in the veterinary medicine,
represents a high selection pressure in microbiota bacteria. This way, the present study
mvestigates the prevalence of the antimicrobian resistance and analizes the phylogenyic origin
of E. coli isolated from abdomen/back, mouth, outer genitalia and rectum of healthy cats,
relating these data with the original population. The proximity of the cat tutor 's residence in
relation to places where the use of antimicrobial agents is routine was used as a criterion for
the formation of three groups such as follows:constituted by animals that live close to
hospitals and Health Human Care (CSH); close to veterinary clinics (CSV) and without
proximity to these places (SMP). 325 samples were collected from 65 cats, which were
obtained 231 cepas of E. coli origmated from all the researched body sites. The rectum
originated most of the susceptible isolated. The CSH population showed greater resistance
frequency to ampicillin, cefazoline and cephalotin as well as most of multiple resistance drugs
(MDR) phenotype, the CSV population was more resistant to the cotrimoxazol. A greater
resistance similarity was observed in isolated cepas of the rectum and outer genitalia, and
between the abdomen/back and mouth isolates. The phenotype ESBL (Extended Spectrum
Betalactamase) ocurred in two strains (0,88%). The phylogenetic classification, performed by
Triplex PCR, in 191 strains, showed the presence of all the researched phylogenetic groups
(A, By, By, and D), the majority origmated from group A (49,7%) m all the populations; the
B2 group ocurred in 36,1% of the isolated, while the B; and D groups in 4,9% and 9,9%
respectively. The majority of the resistance prevalences in the phylogenetic groups, according
to the orign populaton were A and D groups, CSH population (64,3 and 70,0%,
respectively); B2 group, CSV and SMP populations (69,6 and 47,6%, respectively); Bl group
presented 100% of resitance in the CSH strains, 50% n SMP and 20% mn CSV. Among the
isolated, were observed the phylogroups A (44%), B1 (4,7%), B2 (36,2%) and D (14,9%); the
abdomen/back isolatedes were exclusively n group A. While the ones from the outer genitalia
showed greater prevalence of the groups B: (52,6%) and A (42%), and no strain ocurred n
group D. The ones originated in the mouth were distributed only between the groups A
(76,9%) and B, (23,1%). The antimicrobial resistant E. coli was isolated in all the body sites
researched in the three populations, which increases the dissemination risk of MDR strains
among humans.

Key Words: ESBL (Extended spectrum betalactamase), multiresistance, phylogeny, human
health, animal health).



1. INTRODUCAO

Desde tempos remotos cades, gatos e humanos compartiham o mesmo ambiente,
porém, nunca tao intensamente quanto o fazem agora. Atualmente, no Brasil, apesar de ainda
predominarem os cdes como animais de estimagdo, a preferéncia por gatos aumenta cada vez
mais, pois suas caracteristicas sdo mais adequadas ao estilo de vida moderno: podem ser
criados em espagos menores ¢ demandam menos tempo de seus tutores em seus cuidados, ja
que exibem um comportamento mais independente em relacdo aos caes.

A relagdo entre humanos e animais, estabelecida desde os primordios da humanidade,
comecou a se intensificar a partir da domesticagdo destes. O desenvolvimento da agricultura
permitu que os humanos se fixassem a terra, substituindo gradualmente sua condigdo de
cacador-coletor ndmade para populacdes fixas que se aproximaram mais dos animais,
domesticando-os para diversas finalidades. Isto ocorreu ha aproximadamente 30.000 anos
para os caes e 10.000 para os gatos. Se no inicio esta relacdo era baseada apenas na utilidade
dos animais para os humanos, a convivéncia tipica com estes foi transformada ao longo do
tempo, de forma que, nos dias atuais, animais de estimacdo sdo considerados verdadeiros
membros da famiia. A grande proximidade entre esses animais e humanos favorece um
mtercAmbio constante entre os micro-organismos de suas microbiotas.

Paralelamente a isto, ¢ observado um alto consumo de agentes antimicrobianos, tanto
na medicina humana, quanto na veterinaria. Ja estd amplamente documentado que estes
agentes exercem pressao de selecdo ndao apenas nos patdgenos alvos, mas também, nos micro-
organismos da microbiota normal, o que afeta a saide humana, animal e ambiental, com
profundos reflexos no ambiente, pois ¢ neste ultimo que as complexas relagdes micro-
organismos, genes condicionadores de resisténcia e hospedeiros acontece.

Gatos sdo animais de estimagdo que se adequam cada vez melhor as caracteristicas da
vida moderna. Em virtude disso, atualmente, observa-se um crescimento em sua presenga nos
lares como pets. Ao mesmo tempo, exibem padrdes de comportamento que permitem
considera-los como importantes elos da cadeia epidemiolégica de micro-organismos que
apresentam resisténcia antimicrobiana.

Este papel dos gatos na disseminacdo de micro-organismos resistentes assume maior
importdncia em vistas da globalizacdo, pois através de viagens nacionais € internacionais, a
dissemmacdo de micro-organismos resistentes pode ocorrer muito rapidamente, pondo em

risco a saide mundial. Genes condicionadores de resisténcia, principalmente em combinagao,



e patogenos resistentes as multiplas drogas estdo se disseminando em velocidade sem
precedentes, facilitado pelo mecanismo de transferéncia horizontal, que permite o mtercdmbio
de genes entre comensais da microbiota, patdgenos e, mclusive, entre espécies diferentes de
bactérias.

A enterobactéria Escherichia coli (E. coli), ao lado de outras Gram negativas, estd
entre os patdogenos com mais alto impacto clinico mundial, pois, ja existem cepas desse
micro-organismo para as quais nenhum dos antibioticos atualmente disponiveis apresenta
eficacia. Cepas de E. coli multirresistente a antimicrobianos tém sido relatadas, tanto em
mfeccdes relacionadas as instituicoes de satde (nosocomiais), quanto em infecgdes da
comunidade.

Entre os varios tipos de resisténcia microbiana, o de espectro estendido aos beta-
lactamicos (ESBL- Extended Spectrum B-lactamase), ¢ considerado um dos mais importantes,
pois cepas que apresentam tal fenotipo sdo resistentes a todas as cefalosporinas, incluindo as
de terceira e quarta geracdes e, na maioria das vezes, apresentam resisténcia concomitante a
outros grupos de antimicrobianos, principalmente as quinolonas. Além disso, como sua
deteccdo em laboratorios clinicos ndo ¢ realizada rotineiramente, uma cepa pode apresentar
susceptibilidade a uma cefalosporina de terceira geracdo i vitro, porém com o inicio da
terapia antimicrobiana, ocorre a inducdo das lactamases de espectro estendido em cepas
produtoras de ESBL, implicando em falha terapéutica.

Tendo em vista a ja citada transferéncia de genes de resisténcia entre patdgenos e
comensais, a epidemiologia da resisténcia antimicrobiana em bactérias indicadoras da
microbiota normal, como a Escherichia coli pode predizer os padroes de resisténcia em
patogenos.

Como outros mamiferos, gatos sdo colonizados por E. coli nos primeiros dias de suas
vidas e estdo entre os que apresentam um dos mais elevados niimeros de unidades formadoras
de colonias (UFC) por grama de fezes desse micro-organismo. Esses animais apresentam
algumas carateristicas comportamentais que o0s tornam particularmente interessantes em
estudos epidemiologicos, pois apresentam alta interagdo com os ambientes ao redor de suas
residéncias mesmo quando sdo domiciliados, tendo geralmente acesso a diversos ambientes, o
que facilita contato com micro-organismos de variados nichos.

Atualmente, maior énfase vem sendo dada para a elucidacdo das interagdes
hospedeiro, cepas comensais, patogénicas ¢ ambiente, baseadas nas evidéncias que a estrutura
genética de E. coli comensal ¢ moldada por multiplos fatores relacionados ao hospedeiro e

ambiente, e o0s determinantes envolvidos na aquisicdo de viruléncia e resisténcia



antimicrobiana pela bactéria podem, de fato, refletr uma adaptagdo aos habitats comensais.
Apesar de varios trabalhos abordarem o papel do ambiente na disseminacdo e manutencdo de
micro-organismos resistentes, este ainda ¢ subestimado.

Desta forma, o presente trabalho consiste em um estudo de prevaléncia de resisténcia
antimicrobiana em cepas de E. coli isoladas de diversos sitios anatomicos de gatos saudaveis,
dando énfase a resisténcia ESBL. E, verifica diferencas em frequéncias, perfis fenotipicos e
classificacdes filogenéticas entre cepas de E. coli resistentes a antimicrobianos originadas de
trés populacdes de hospedeiros: gatos cuja residéncia do tutor ¢ proxima as unidades de
assisténcia a saude humana; proximas a assisténcia de satde vetermdria e sem proximidade
com esses locais onde o uso de agentes antimicrobianos ¢ rotineiro. O estudo de E. coli de
diversos sitios anatomicos da microbiota de gatos saudaveis, relacionado as populagdes

expostas a ambientes diferentes, ¢ inédito.



2 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 — Gatos

2.1.1 Historico de domesticacao

Mamiferos pertencentes a ordem dos carnivoros e a familia Felidae, os gatos
domésticos (Felis silvestris catus; Linnaeus, 1758) tiveram sua domesticagdo primeiramente
atribuida a civilizagdo egipcia, com o micio estimado em 3.600 anos. Entretanto, descobertas
genéticas e achados arqueoldgicos recentes permitem reconhecer uma origem mais antiga, de
aproximadamente 10.000 anos, no Oriente Médio, regido do Crescente Fértil que abrange as
areas da Mesopotamia e do Levante (territorios ou partes dos territorios da Palestina, Israel,
Jordania, Libano, Siria e Chipre) (CLUTTON-BROCK, 2012).

Fortes evidéncias apontam a subespécie selvagem Felis silvestris lybica (Africa) como
origindria dos gatos domésticos. Os gatos selvagens sdo divididos em cinco grandes grupos
segundo sua similaridade genética e sdo geograficamente distribuidos da segunte forma: F. s.
silvestres (Europa), F. s. bisti (China), F. s. ornata (Asia Central), F. s. cafra (Sul da Afiica) e
Felis silvestres lybica (Africa e Oriente Médio). Driscoll et al. (2007) analisaram 979 gatos
selvagens e domésticos e concluram que a maioria dos gatos domésticos estudados
apresentavam similaridade genética apenas com a subespécie selvagem F. s. lybica (Afiica)
atribuindo, desta forma, a origem do gato doméstico a esta subespécie originaria da Affica e
micialmente dispersa pelo Oriente Médio.

Quanto a data da domesticagdo, um dos achados arqueologicos mais antigos localiza-
se na iha de Chipre, onde foi encontrada uma cova com um homem enterrado junto a um
gato, ha 9.500 anos. Como os gatos ndao sdo nativos das ilhas mediterraneas, presume-se que
tenham sidos trazidos de barco da costa oriental. Estes achados permitem conclur que ja se
estabelecia uma relagdo pessoal e mtencional entre os homens e estes animais (VIGNE et al,
2004).

O periodo neolitico, durante o qual surgu a agricultura, também possibilitou a
domesticacdo de varios animais, entre eles cdes e gatos. Se os primeiros se caracterizaram
como de grande utiidade para os humanos, principalmente por sua alta capacidade de
obediéncia, o0s gatos, com caracteristicas mais independentes provavelmente se ‘“auto
domesticaram”, uma vez que a convivéncia com o homem possibilitava uma maior
abundancia de alimentos. Os graos produzidos pela incipiente atividade agricola, assim como

o actmulo de lixo pelas primitivas comunidades atraia roedores que representavam fonte de



alimento para os gatos. Desta forma, a coabitagdo com o homem garantiu aos gatos acesso ao
lixo e aos roedores, em contrapartida, os mesmos dizimavam os roedores, beneficiando as
sociedades humanas. Além disso, segundo alguns estudiosos, as caracteristicas fisicas destes
animais, principalmente de seus filhotes, despertaram sentimentos de carinho e prote¢do por
parte dos humanos, o que também contribuiu para a sua domesticacdo. (CLUTTON-BROCK,
2012).

Por esta razio, e por possuir caracteristicas que se enquadram bem no estilo de vida
moderno das familias, os gatos se tornaram cada vez mais populares como animal de
estimacdo. Nos EUA o nimero de gatos como pets ja ¢ maior que o de caes e, no Brasil,

apesar de ainda ser menor, seu crescimento anual ¢ maior que o destes (APPA, 2014;
ABINPET, 2013).

2.1.2 Principais aspectos fisiolégicos e etolégicos

A participagdo crescente dos gatos nas sociedades humanas como animais de
companhia ja estd amplamente documentada. Atualmente, cdes e gatos convivem nos lares
como verdadeiros membros da familia, o que implica numa alta proximidade entre estes e os
humanos, possibilitando o compartilhamento de micro-organismos de suas microbiotas
(KRAUESE et al., 2005).

Desta forma, o conhecimento de algumas caracteristicas fisiologicas e
comportamentais do gato, como sua atividade natural de caga, mesmo entre aqueles
domiciiados e adequadamente alimentados por seus proprietarios; o comportamento de
perambular pelas redondezas de suas residéncias, a ndo ser que sejam estritamente
confinados; a forma como se relacionam com outros gatos e espécies, bem como as
caracteristicas de posse destes animais, pode levar a uma melhor compreensdao do papel destes

na epidemiologia da resisténcia antimicrobiana em bactérias de sua microbiota normal

2.1.2.1 Habitos alimentares

Essencialmente carnivoros, os gatos necessitam de proteina de origem animal em sua
dieta muito mais do que os caes. Vdrios trabalhos relatam que estes animais, mesmo sendo
alimentados por seus proprietarios, apresentam um comportamento predatdrio oportunista, ou
seja, demonstram o habito de cagar, independentemente de terem ou ndo uma fonte fixa e

constante de alimento. Quando os gatos sdo domiciliados proximos a ambientes naturais,



como matas ou regioes de preservacdo ambiental, podem provocar um impacto na fauna local,
principalmente através da predagdo de aves e pequenos mamiferos. Entretanto, em regides
urbanas, a atividade natural de caca e o comportamento de perambular pelas redondezas
possibilitam o acesso desses animais ao lixo e outros residuos de atividade humana podendo
mmplicar em riscos a saude publica através da veiculagdo de doengas zoonoticas (GERHOLD
e JESSUP, 2013).

Considerando o habito de caga dos gatos mais relacionado aos seus instintos do que a
necessidade absoluta de alimentos, ¢ importante determinar as consequéncias de tal
comportamento em gatos urbanos domiciliados, mas com possibilidade de acesso a rua, em
relacdo a comunidade em que estdo inseridos. Pois, em suas atividades pode veicular micro-
organismos dos varios ambientes que frequentam para as pessoas ou outros animais com o0s
quais entram em contato. Tais riscos sao maiores ao se considerar o alto grau de proximidade
destes pets com os humanos observado atualmente (GUARDABASSI et al, 2004, KRAUSE
et al, 2005; FERREIRA, 2011).

2.1.2.2 Estrutura social, territorialismo e area de vida

Apesar de considerados animais de habitos solitdrios até os anos 80, principalmente
devido a sua capacidade de sobrevivéncia de forma solitaria, atualmente sdo considerados
como seres gregarios, com uma estrutura social bastante complexa, caracterizando uma
sociedade hierarquica (CARLSTEAD et al, 1992; CARLSTEAD et al, 1993; CROWELL-
DAVIS et al., 2004).

Em geral, constituem colonias matrilineares, exbindo relagdes afiliativas e
cooperativas entre as feémeas e sdo capazes de reconhecer os membros que pertencem a
mesma colonia. Possuem parceiros preferenciais e, em geral, estdio mais proximos e praticam
limpeza mitua com mais frequéncia entre si do que com os outros membros da colonia.
(FERREIRA, 2011).

Apresentam alta sensibiidade em relacdo ao ambiente, a qual tem sido reconhecida ha
longo tempo (CANNON, 1929 apud BUFFINGTON et al, 2006). Essa sensibilidade se
traduz na necessidade de explorar as redondezas, pois conforme documentado por varios
autores, o ambiente interno das residéncias pode ser desinteressante € mondtono para esta
espécie, o que pode resultar em estresse e varias doengas, além de distirbios de
comportamento (CARLSTEAD et al, 1992; CARLSTEAD et al, 1993; KOOLHAS et al,
1999; WINDMAN et al, 1992; CARLSTEAD; SHEPHERDSON, 2000; BUFFINGTON,



2002). Em geral, o sucesso da adaptacdo dos gatos ao ambiente interno depende da qualidade
desse ambiente em relacdo aos estimulos que possa proporcionar e da capacidade de
adaptacdo do animal, pois ambientes com poucos estimulos ativam a resposta sist€émica de
estresse (WESTROPP et al., 2004; BUFFINGTON, 2004). Muitos estudos tém abordado o
uso de estratégias de enriquecimento ambiental para diminuir os efeitos do confinamento
estrito. Nesses trabalhos, procuram proporcionar condicdes de bem-estar através da
mtroducdo de “novidades” no ambiente mterno que despertam a curiosidade e diminuem os
niveis de estresse em gatos restritos aos ambientes internos. Ao mesmo tempo, podem
minimizar as consequéncias do acesso dos gatos a rua, como possibilidade de dissemmacao
de doengas, perigos de atropelamento e brigas com outros cdes ou gatos de rua, entre outros.
(WINDMAN et al, 1992; VAN PRAAG et al, 2000; BUFFINGTON, 2002; ROCHLITZ,
2005; BUFFINGTON et al., 2006).

A delimitagdo da area explorada pelos gatos em seu comportamento natural de
explorar os arredores de suas residéncias, denominada “area de vida” tem sido objeto de
estudo. Ferreira (2011) estabeleceu, por radio telemetria, a area de vida de gatos domésticos
semi domiciliados em ambiente natural de Mata Atlantica e comparou os seus valores aos
encontrados em outros estudos, que analisaram gatos ferais e domésticos, encontrando uma
area média de 4,24 a 2,1 ha para os gatos machos e 0,5 a 1,19 ha para as femeas.
(LANGHAM E PORTER, 1991; GENOVESI et al, 1995; BARRATT, 1997; EDWARDS et
al,, 2001; BIRO et al., 2004; HARPER, 2004; MOLSHER et al., 2005). Isto significa que, em
seu comportamento natural, o gato doméstico explora os arredores de sua residéncia e, mesmo
que receba alimento suficiente exibe o habito de caca de forma generalista e oportunista
(FITZGERALD; TURNER, 2000), percorrendo aproximadamente 3 a 4 quarteirdes urbanos
(10.000 m?). Suas atividades concentram-se mais no final do dia e durante a noite, sendo desta
forma caracterizada como atividade crepuscular-noturna.

Animais ferais que habitam ambientes naturais apresentam area de vida maior que os
mesmos em dreas urbanas, principalmente devido a maior concentracdo de alimentos nas
areas urbanas, geralmente proximos a depositos de lixo e areas proximas a locais de
alimentacdo de pessoas (TENNENT e DOWNS, 2008). Gatos domiciliados apresentam area
de vida que varia em fungdo de serem ou ndo castrados e, nesse Ultimo caso, a area de vida de
gatos machos estd relacionada a distribuicdo de fémeas, podendo haver sobreposicdo
territorial em caso de um nimero escasso de f€émeas receptivas (GOLTZ et al., 2008). Fémeas

tendem a apresentar maior sobreposicdo de areas, mesmo apresentando area de vida menor



que a de gatos machos e essa area varia predominantemente em relacdo a disponibilidade de

alimento (LIBERG et al., 2000).

2.1.2.3. Microbiota anfibiontica de gatos domésticos

A microbiota normal, ou anfibidntica, de humanos e animais ¢ adquirida logo apds o
nascimento constituindo-se por elevado nimero de diversos micro-organismos, como Virus,
protozodrios, fungos e predominantemente bactérias, que estabelecem relacdes de
comensalismo ou mutualismo com seu hospedeiro. Entre as fungdes benéficas que
desempenham podem ser citadas: barreira inata, acdo antibacteriana, sintese de compostos
essenciais, participagdo no metabolismo e regulagdo do sistema imune. (MIDVEDT et al,
1988; TANNOK, 1999; LIEVIN et al, 2000; GUARNER; MALAGELADA, 2003; YAN;
POLK, 2004;).

Assim como humanos e outros animais, os gatos exibem uma microbiota complexa e
diversificada em seus varios sitios corporais, diferindo, entretanto, quanto a abundancia ou a
diversidade de espécies microbianas. A microbiota normal estd presente na pele, cavidades
naturais do corpo que entram em contato com a superficie externa e trato digestorio. Esta
microbiota pode ser dividida em residente e transitoria, sendo que na primeira observa-se
permanéncia e estabilidade no conjunto de micro-organismos, pois o sitio corporal na qual
estd estabelecida possiilita condicdes favoraveis para a manutencdo do ecossistema
microbiano. Entretanto, a microbiota transitoria é caracterizada como temporaria ou instavel
devido ao meio ndo oferecer todas as condigdes necessarias para a sobrevivéncia dos micro-

organismos presentes (SUCHODOLSKI, 2011; TORTORA, 2012).

2.1.2.3.1 Microbiota da pele de gatos domésticos

A microbiota da pele de gatos apresenta composicdo e distribuicdo varidvel, sendo
maior a concentragdo de micro-organismos nas regioes que apresentam umidade e
temperatura mais elevadas. Sua constituicdo também varia em fungdo do clima, da idade do
animal e de habitos de higiene, sendo que a maioria dos micro-organismos em contato direto
com a superficie corporal dos gatos ndo se torna residente em virtude das secre¢des sebaceas e
sudoriparas apresentarem propriedades antimicrobianas. Além disso, o pH da pele a torna
inéspita para grande parte de micro-organismos. Entretanto, algumas bactérias como

Micrococcus sp, Staphylococcus coagulase-positiva (SCP), Staphylococcus coagulase-



negativa (SCN), Streptococcus a-hemoliticos e Acinetobacter colonizam a pele destes animais
constituindo sua microbiota residente. Entre as espécies de estafilococos coagulase-positivas,
Staphylococcus pseudintermedius ¢ a mais isolada (RUBIN; CHIRINO-TREJO, 2011), sendo
também encontrada como patdégeno oportunista em piodermites de cdes e gatos
(FITZGERALD, 2009). Enquanto Bacillus spp, Corynebacterium sp, Escherichia coli,
Proteus mirabilis e Psedomonas sp estdo presentes como microbiota transitdria e, em alguns
casos, como patdgenos oportunistas (KAHN; LINE, 2010).

Ampla variedade de fungos e leveduras também compdem a microbiota da pele de
cdes e gatos, sendo estes: Candida sp., Rhodotorula sp., Cryptococcus, Malassezia,
Geotrichum e Trichosporon (CLEFF et al, 2007; HOLANDA et al., 2007).

Durante o habito natural de higienizacdo dos gatos através do ato de se lamber, micro-
organismos da microbiota de seus diversos sitios corporais sdo postos em contato. Desta
forma, bactérias presentes no reto sdo transferidas para areas como boca e nariz e, destas para
varias outras superficies corporais, como abdomen, dorso e virilhas, por exemplo. Uma das
implicagdes deste comportamento ¢ a presenca, em geral transitoria, de micro-organismos do
trato intestinal, como E. coli, em outros locais do corpo além do intestino grosso (DAVIS et

al, 2011).

2.1.2.3.2 Microbiota da boca de gatos domésticos

A mucosa oral de humanos e de animais apresenta pH neutro, temperatura e umidade
elevadas, além da presenca abundante de nutrientes. Tais caracteristicas possibilitam a
presenca de uma microbiota densa e complexa, sendo constituida por grande variedade de
bactérias e leveduras (SANTINE, 2013).

As espécies de micro-organismos mais frequentemente encontradas na mucosa oral de
gatos e que tém sido isoladas na maioria dos casos de mordedura em humanos por estes
animais sdo: Staphylococcus aureus, Candida albicans, Pseudomnas aeruginosa, Escherichia
coli, Micrococcus sp, Proteus vulgaris, P.mirabilis, Candida sp, Pseudomonas sp,
Streptococcus sp, Staphylococcus coagulase negativa, Clostridium sp, Bacillus subtilis,
Bacillus sp, Neisseria sp, Pasteurella multocida, Moraxella sp., Corynebacterium sp.,
Enterococcus sp., Porphyromonas sp., Prevotella sp., Propionebacterium sp. E
Fusobacterium sp. (MITNOVESKI; KIMBLE, 2004; WESTLING et al., 2006; SANTOS et
al, 2007; PATRONECK; SLAVINSK, 2009; WEINBERG; BRANDA, 2010;
ABRAHAMIAN; GOLDSTEIN, 2011).
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Enterobacteriaceas, como E. coli e outras bactérias da microbiota intestinal, podem
fazer parte da microbiota bucal de gatos, nela permanecendo de forma tempordria e instavel,
como constituinte transitorio, ou de forma permanente, como residente. Esta permanéncia
depende dos habitos de higiene, tipo de alimentacdo, comportamento e interagdo social
(MARTINS et al, 2012), sendo mais abundantemente encontrada na microbiota oral de gatos
que vivem em colonias, isto ¢, animais que apresentam muitas interagdes com outros de sua

espécie.

2.1.2.3.3 Microbiota da genitalia externa de gatos domésticos

A composicdo da microbiota da vagmna ¢ influenciada por fatores hormonais e
ambientais, sendo constituida principalmente por bastonetes Gram-negativos, cocos Gram-
positivos, bactérias anaerdbias, micoplasmas e fungos, cujos tipos e abundancia de espécies
variam principalmente segundo os fatores acima citados (SUCHODOLSKI, 2011,
TORTORA, 2012).

Em vérios estudos sobre a composicdo da microbiota da mucosa vaginal de gatas sdo
relatadas altas frequéncias de isolamento de bastonetes gram-negativos provenientes do trato
gastrointestinal, especialmente E. coli e gram-positivos como Streptococcus spp (CAMPERO
et al, 1992; SCHOCKEN-ITURRINO et al, 1992b; KUNZ et al, 2002). Também sao
encontradas  Staphylococcus coagulase negativo, Streptococcus canis (CLEMETSON;
WARD, 1990), Proteus vulgaris (SCHOCKEN-ITURRINO et al., 1992b) Lactobacillus spp,
Corynebacterium spp, Bacillus spp e Leveduras (JARDIM et al.,1992).

Embora reconhecida a diversidade microbiana na mucosa prepucial de gatos
domésticos (FELDMAN; NELSON,1996; VERTEGEN, 2008) poucos estudos abordam sua
composicdo. Entretanto, para gatos selvagens, como o gato do mato pequeno, gato maraja,
onca pintada e jaguatirica foram encontrados os seguintes micro-organismos: Staphylococcus
sp.; Streptococcus sp.; Corynebacterium sp.,; Escherichia coli; Proteus sp.; Yersinia
psedotuberculosis (GUIDO et al., 2000).

O decubito ventral ¢ a postura mais frequentemente exibida por esses animais em
repouso, o que pode levar a exposicdo da mucosa peniana ao ambiente. Nessa situagao,
microrganismos podem interferir na microbiota natural da cavidade prepucial e da uretra,
colonizando-a transitoriamente ou se estabelecendo como microbiota residente, e ainda,

podendo atuar como patdgeno do sistema genital e urindrio, como ¢ o caso da E. coli
(JOHNSON, 2006; NASCIMENTO etal., 2011).
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2.1.2.3.4 Microbiota intestinal de gatos domésticos

A microbiota intestinal de animais de produgdo, principalmente de grandes e
pequenos ruminantes tem sido tema de varios estudos. Entretanto, embora apresente
importancia sobre varios aspectos, inclusive em estudos epidemiologicos sobre a resisténcia
antimicrobiana (GUARDABASSI et al., 2004; BRYAN et al, 2004; JOHNSON et a., 2008,
2009), este assunto € pouco estudado em relagdo aos animais de companhia. A maioria dos
conhecimentos sobre a composicdo da microbiota de animais monogastricos vem do estudo
desta em humanos (RASTALL etal, 2004).

Desta forma, ainda hoje sdo escassos os conhecimentos sobre a microbiota intestinal
de gatos domésticos, principalmente em virtude da dificuldade de isolamento e identificacdo
de alguns micro-organismos. Entretanto, a utilizagdo de técnicas moleculares tem permitido
superar as dificuldades de cultivo apresentadas por alguns componentes desta microbiota
(DESALI et al., 2009).

Gatos, assim como outros animais, t€m o trato intestinal colonizado logo apoés o
nascimento. As diferentes porcdes deste trato albergam diferentes espécies e numeros de
micro-organismos, pois ocorrem diferentes condicdes ambientais em seus  varios
compartimentos, variando principalmente o pH. Sendo assim, no intestmo delgado
predominam lactobacilos, estreptococos, enterobactérias, Bifidobacterium spp., Bacteroides
spp e clostridios, em uma densidade populacional de 10* — 10° UFC/mL A regiio mais
colonizada é o intestino grosso, onde ocorrem cerca de 10'' — 10'> UFC/ml, predominando
anaerobios restritos como Bacteroides spp, Ruminococcus spp., Butyrovibrio spp.,
Fusobacterium spp., Eubacterium spp., Peptoestreptococcus, Bifidobacterium spp.,
Atopobium spp. E Peptococci. Os anaerobios facultativos, também abundantes, sdo
representados principalmente pela familia Enterobacteriacea, entre estas predomma E. coli.
Podem ser encontrados ainda outros facultativos como: lactobacilos, enterococos e
estreptococos, além das leveduras que ocorrem em menor numero (LEY et al., 2008).

Grande similaridade no perfil taxondmico entre a microbiota intestinal de gatos, varios
mamiferos ¢ humanos foi verificada por Desai et al. (2009) através de identificacao molecular
com o gene cnp-60. Entretanto, foram encontradas diferencas na abundancia de algumas
espécies entre gatos com acesso irrestrito ao ambiente interno em relagdo aos restritos, sendo
que nos primeiros houve o predominio de lactobacilos, particularmente L. ruminus,

relacionados a sua atividade de caca.
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Entre os anaerdbios facultativos, E. coli é o micro-organismo mais abundante e, em
relacdo a outros mamiferos, os gatos sdo os que apresentam maior numero de UFC/g de fezes

deste micro-organismo (GLYLES; FAIRBROTHER, 2004).

2.2 A relaciio entre humanos e gatos; beneficios desta relacio.

A antiga relagdo entre humanos e animais de estimacdo, principalmente cdes e gatos,
tem se intensificado. Atualmente esses animais sdo vistos como verdadeiros membros das
famiias (GUARDABASSI et al, 2004). O reconhecimento dos beneficios advindos da relacao
entre humanos e animais de estimacdo vem aumentando nos dias atuais a medida que mais
estudos comprovam estes fatos (BARKER, 1999; ROCHA, 2005; SOUZA, 2005) e,
provavelmente, foi um dos fatores responsaveis pelo atual comportamento humano em
relacdo aos animais de companhia.

Segundo a psicologa e médica veterindria, Hannnelore Fuchs (1998) varias
caracteristicas positivas desta relagdo podem ser citadas, como: disponibilidade constante de
afeto, companhia, amizade, contato fisico, sensacdo de seguranca e protecdo. Desta forma,
tais caracteristicas se traduzem em mumeros beneficios para os humanos, entre estes, alivio
para situagdes tensas, sensacdo de bem-estar e redugcdo nos niveis de estresse.

Conforme publicado na revista “American Journal of Cardiology”, pessoas que
mteragem com gatos tendem a apresentar niveis controlados de estresse e de pressdo arterial,
além de estarem menos propensas a desenvolver problemas cardiacos. Nessas situagdes, foi
constatado que a presenca do animal resulta na redugdo da ansiedade e diminuicdo de
depressdo, uma vez que os animais incentivam a atividade fisica, tanto para leva-los aos
passeios como para a realizagdo dos cuidados diarios. (WOOD et al., 2005).

Esses efeitos benéficos sdo particularmente notados em pessoas idosas, pois ao
adotarem gatos como animais de estimagdo, t€m a oportunidade de atuarem como cuidadores,
0 que pode aumentar sua autoestima, através da sensacdo de serem Uteis € necessarios. Sao
também motivados a atividade fisica ao se dedicarem as necessidades de seus pets, como
passeios, banhos e alimentacdo, por exemplo (SCOTT, 2013). A interacdo social também
aumenta, pois nos passeios, consultas veterinarias e outras atividades t€m a oportunidade de
trocar experiéncias com outros tutores de animais e estabelecer novos contatos sociais e até
lagos de amizade.

Com relacdo as criangas, ja estd amplamente documentado que a convivéncia com um

pet ajuda a aumentar seu senso de responsabilidade, compreensdo, zelo, amor e iniciativa,
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além de adquirir mais confianca (BARKER, 1999; SOUZA, 2005). A vida familiar também ¢
amplamente beneficiada com a presenca de um animal de estimagdo, sendo relatados
diminuicdo das tensdes € aumento na compaixdo, que resultam em melhores relagdes entre os
membros da famiia (BARKER, 1999), pois os animais despertam emog¢des comunicativas
nas pessoas (ROCHA, 2005).

Além da convivéncia destes animais como membros de familia, vem aumentando o
uso de animais de estimagcdo em diversos tipos de terapias, as terapias assistidas por animais,
nas quais os objetivos sdo melhorar a qualidade de vida humana (OLIVA, 2004). Apesar de
cdes e cavalos serem mais tradicionalmente utilizados nestas terapias, atualmente sdo muitos
os relatos de terapias bem-sucedidas realizadas com gatos, sendo descritas grandes melhoras
em criangas com autismo, idosos com mal de Alzheimer (SCOTT, 2013), doentes cronicos
hospitalizados ou sob cuidados na propria residéncia, assim como dependentes de alcool e

outras drogas.

2.2.1 Os gatos domésticos na sociedade humana atualmente: caracteristicas das

populacées de gatos e de seus tutores

O desenvolvimento da espécie humana foi diretamente afetado pelo relacionamento
desta com cdes e gatos, uma vez que a domesticagdo teve inicio no mesmo periodo em que o
homem passou a desenvolver relagdes de grupo. Dessa forma, urbanizacdo e domesticagdao
t€ém muito em comum e sdo indissocidveis (BECK, 1973).

Se por um longo tempo, os caes foram preferidos como pets, essa preferéncia vem
mudando, principalmente em funcdo do estilo de vida moderno, no qual espago e tempo sdo
escassos. Desta forma, cresce o nimero de lares onde o animal de estimacdo ¢ o gato, pois
suas caracteristicas permitem que sejam criados em espagos menores e ainda que seus
proprietarios gastem um tempo menor em seus cuidados diarios em relacdo a outros animais
de estimagdo, como os caes, por exemplo (ABINPET, 2013; APPA, 2014). A atual populacao
de gatos domiciliados no Brasil ¢ estimada em 21,3 mihdes e ¢ considerada a segunda maior
populacdo mundial, sua taxa de crescimento anual ¢ de 8%, sendo superior a de cdes. Estima-
se, ainda, que até 2022 as populacdes de caes e gatos serdo iguais no Brasil (ABINPET,
2013). Em alguns paises como Estados Unidos, Frangca e Alemanha, a populagdo de gatos ja ¢
maior que a de caes. (JUSTEN, 2014).

As populagdes de gatos podem ser classificadas segundo seu grau de dependéncia

humana na provisio de alimentos, agua, abrigo e outros cuidados em: (a) domiciliadas:
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totalmente dependentes, restritos e supervisionados por um proprietario; (b) semi-
domiciliadas: totalmente dependente, semi-restritos, eventualmente classificado como ‘“de
famiia’; (c) de vizinhang¢a: semi-dependente, semi-restrito ou sem restricdo, sob
responsabilidade coletiva; (d) feral: independente e sem restrigdo, embora necessite de sobras
para sobrevivéncia, ndo possui um responsavel, sem interagdo com humanos.

Apesar do aumento da popularidade do gato doméstico como animal de estimagdo
observado nas ultimas décadas, milhares destes animais pelo mundo todo, incluindo paises
desenvolvidos, sdo abandonados nas ruas ou deixados em abrigos de animais (LEVY;
CRAWFORD, 2004). A pratica humana de alimentar populagdes de gatos ferais ja estd
amplamente documentada. Nos E.U.A, varios estudos mostram que a populagdo de gatos
ferais compde cerca de 36% a 46% do total de sua populacdo de gatos, a qual ¢ alimentada
por cerca de 12% da populacdo da comunidade local. Desta forma, percebe-se que alimentar
gatos de rua ¢ uma atividade generalizada, registrada em habitantes de varias cidades, em
diversos paises. Estudos mostram, ainda, que esta pratica ocorre independentemente do nivel
socioecondmico da populagdo. (MANNING et al, 1992; JOHNSON et al, 1994; LEVY et
al., 2003).

Ao estudar as caracteristicas dos alimentadores de gatos ferais, Centoze; Levy (2002),
verificaram que 84% destas pessoas eram mulheres com idade média de 45 anos (variando
entre 19 e 74 anos), sendo que a maioria j4 mantinha outros gatos em domicilio e as principais
razdes para alimenta-los, segundo esse estudo, eram simpatia € amor por esses animais. Outro
fato interessante encontrado ¢ que a maioria das colonias de gatos era, em geral, constituida
por quatro a doze animais. Entretanto, estes estudos registraram também que, embora essas
pessoas se preocuparam com a sobrevivéncia desses animais, ndo tomavam iniciativas em
relacdo a sua castragdo (LEVY; CRAWFORD, 2004).

Isto representa um sério problema de saude publica, uma vez que esses animais se
reproduzem em altas taxas, levando a uma grande populagdo de animais de rua (NUTTER et
al, 2004) potencialmente transmissora de diversos micro-organismos, entre eles alguns
causadores de zoonoses ou micro-organismos de sua microbiota portadores de genes
codificadores de resisténcia antimicrobiana que podem ser horizontalmente transferidos para
outros hospedeiros. Além disso, grande parcela da populagdo de gatos deve ser classificada
como semi domiciliada, pois, mesmo tendo uma residéncia fixa e um tutor responsavel por
seus cuidados, geralmente também t€m acesso aos arredores de suas residéncias, entrando em

contato frequente com populagdes de gatos ferais. Nessas interagdes ocorrem constantes
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trocas de micro-organismos de suas microbiotas que podem ser transferidos as pessoas e
outros animais que habitam a mesma residéncia (GERHOLD; JESSUP, 2012).

Apesar das maiores colonias de gatos estabelecerem-se em propriedades publicas,
como parques e instituicdes, formando as populacdes mais visiveis € controversas, a maioria
das populagdes de gatos vive em pequenos grupos, proximos as casas de quem os alimenta
(LEVY; CRAWFORD, 2004), o que permite interagdes constantes entre as populagdes ferais
e os gatos semi-domiciliados, pois tais populagdes ocorrem dentro das areas de vida de gatos
semi-restritos, contribuindo para o compartihamento de micro-organismos de suas

microbiotas, o que pode representar um problema de satde publica.

2.3 Escherichia coli

A Dbactéria Escherichia coli (E. coli) ¢ um bacilo Gram-negativo, anaerdbio
facultativo, da grande familia das Enterobacteriaceas. E um micro-organismo ubiquo,
encontrado em varios ambientes como: agua, solo e plantas. Entretanto, ¢ prevalente como
comensal da microbiota de humanos e outros animais (NATARO; KAPER, 1998), na maioria
endotérmicos. Pode estar presente também na microbiota de animais ectotérmicos,
especialmente répteis da classe dos quelonios (PESSOA, 2009).

Theodor Escheric a identificou em 1885, a partir de fezes de individuos saudaveis,
denommando-a entdo Bacterium coli communi, em razio de sua alta prevaléncia na
microbiota intestinal. Esta espécie bacteriana foi identificada micialmente na microbiota
normal de humanos e animais saudaveis, o que a caracterizava como comensal. Entretanto, a
capacidade de colonizar sitios originalmente estéreis, como sangue, liquor e visceras, a
caracterizava também como patdgeno oportunista. (ROBINS-BROWNE, 1987).

No iicio do século vinte, severos surtos de gastroenterite infantil foram atribuidos a
uma cepa desta bactéria que denominaram Bacterium coli napolitanum. Varios episddios de
diarreia severa ocorreram a seguir, os quais foram atribuidos a outras cepas da mesma bactéria
que eram denominadas de acordo com seu descobridor, gerando muita confusdo em sua
nomenclatura (DE et al, 1956 apud ROBINS-BROWNE, 1987).

Em 1944, Fritz Kauffimann propds a sorotipagem baseada na presenca de antigenos
somaticos (antigeno O), capsulares (antigeno K) e flagelares (antigeno F) como critério de
classificacdao, que ¢ usado até os dias atuais, com modificagdes. O antigeno O ¢ formado por

oligossacarideos cuja composicdo ¢ ordem conferem sua diversidade, sendo conhecidos mais
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de 180 sorogrupos devido a esse antigeno e mais de 60 antigenos H, possibilitando mais de
10.000 combinagdes entre estes (NATARO; KAPER, 1998).

Portanto, apds a constatagdo de surtos de diarreia severa pelo micro-organismo,
algumas cepas de E. coli foram reconhecidas como patdgenos primarios. Os aspectos clinicos,
epidemiologicos e genéticos conhecidos sobre este micro-organismo, permitem agrupar suas
cepas em trés grandes categorias: comensais, patogénicas intestinais e patogénicas extra
mtestinais, sendo estas ultimas relacionadas a meningite, sepse e infeccdes do trato urinario

(ROBINS-BROWNE, 1987).

2.3.1. Tipos de E. coli e caracterizacdo epidemiolégica
2.3.1.1 E. coli comensal e a microbiota

A bactéria FE.coli da microbiota intestinal apresenta importantes fungdes na
manutencdo da homeostase deste trato, bem como no organismo como um todo. Entre as
principais fungdes podem ser citadas: antbacteriana, imunomoduladora e nutricional.
(CHEESMAN; GUILLEMIN, 2007).

A ocupacao da mucosa intestinal por cepas comensais desta bactéria estabelece uma
barreira mecanica a colonizagdo por outras bactérias; a competicdo pelos nutrientes
disponiveis no meio regula a colonizacdo deste trato e, a producdo de substancias com
atividades antimicrobianas (colicinas) restringem o crescimento de bactérias aloctones. Todas
essas atividades, em conjunto, resultam em efetiva atividade antibacteriana. (TANNOK,
1999; LIEVIN et al, 2000).

Bactérias da microbiota normal e seus produtos apresentam efeitos de maturagdo do
sistema imune ¢ atuam na tolerdncia imunologica (GUARNER; MALAGELADA, 2003;
YAN; POLK, 2004). Além disso, bactérias da microbiota podem fermentar substratos que
chegam ao colon ndo digeridos e fornecer energia decorrente desta digestdo as células do
epitélio intestinal, representando importante efeito trofico. A sintese de vitamina K também
representa uma das fungdes nutricionais da microbiota intestinal (EDWARDS; PARRET,
2002).

Entretanto, apesar dos varios efeitos benéficos citados, em algumas condigdes,
bactérias da microbiota residente podem adquirir fatores de viruléncia e/ou resisténcia
antimicrobiana; ou o hospedeiro pode apresentar severa diminuicdo de sua imunidade. Estas

situagdes podem romper o complexo balango entre hospedeiro e micro-organismos, que pode
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significar a diferenca entre os beneficios atribuidos as cepas comensais ¢ a instalagio de
doengas. (PICARD et al, 1999; KAPPER et al, 2004; EWERS et al, 2007).

Estudos tém associado a presenca de um elevado niimero de cepas comensais de E.
coli, assimn como a diminuicdo na diversidade de micro-organismos na microbiota ntestinal
como um dos fatores predisponentes a doenca inflamatoria intestinal, potencializando, por

exemplo, infeccdes por Campylobacter jejuni (ERRIDGE et al., 2010; HAAG et al.,, 2012)

2.3.1.2 - E. coli patogénica intestinal ou diarreiogénica

As cepas patogénicas intestinais, também denominadas diarreiogénicas, sao
classificadas em seis patotipos de acordo com os fatores de viruléncia que apresentam e 0s
smtomas clinicos que manifestam, sendo elas: enteropatogénicas (EPEC); enterotoxigénicas
(ETEC); enterohemorragicas (EHEC), também denominadas shigatoxigénicas (STEC);
enteroinvasivas (EIEC); enteroagregativas; (EAEC) e de aderéncia difuisa (DAEC). (KAPER
et al, 2004). Estao distribuidas nos grupos filogenéticos A, By, D, além de algumas linhagens
que ndo apresentam grupo especifico. Os fatores de viruléncia que apresentam foram,
provavelmente, adquiridos por transferéncia horizontal entre membros distintamente

relacionados na evolugdo das linhagens (RUSSO; JOHNSON, 2000).

2.3.1.2.1 E. coli enteropatogénica (EPEC)

Esta cepa ¢ uma das principais causadoras de diarreia em humanos, sendo mais
comum em criangas de até dois anos. Apresenta alta morbidade em paises em
desenvolvimento. (ROBINS-BROWNE; HARTLAND, 2002). Causa degeneragdo e
inflamagdo da lAmina propria devido a uma série de eventos que culminam no rearranjo do
citoesqueleto do enterocito apos a etapa micial de firme adesdo. Esta lesdo recebe o nome de
“attaching and effacing” (A/E) e caracteriza-se pela formacdo de uma espécie de “pedestal’
na célula intestinal ao qual a bactéria se fixa firmemente, a partir dai ocorre o encurtamento
das microvilosidades adjacentes, levando a diminuicdo da capacidade absortiva da célula e a
diarreia. (NATARO; KAPER, 1998).

As cepas EPEC podem ser classificadas em tipicas ou atipicas, conforme apresentem
ou nao o plasmideo EAF (E. coli adherence fator), respectivamente. Ambas causam lesdes
A/E. (TRABULSI et al, 2002).

Estudos recentes relataram aumento na prevaléncia de cepas EPECs atipicas (aEPEC),

tanto em paises desenvolvidos, como em paises em desenvolvimento, este fato ocorre em
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virtude de cepas aEPEC apresentarem reservatorios em humanos ¢ em animais domésticos.
(RODRIGUES, 2013).
Além disso, algumas cepas aEPEC também apresentam genes capazes de codificar aderéncia
agregativa, tipicos de cepas EAEC, o que torna dificil sua classificacdo. (VASCONCELLOS,
2014).Apesar de apresentar maior prevaléncia em humanos, cepas EPEC também podem
ocorrer em bovinos, suinos, carneiros, caes e gatos. (BORGES, 2011).

Embora em gatos a prevaléncia seja pouco conhecida, alguns autores a isolaram em
gatos diarreicos (POPISCHIL et al, 1987), enquanto outros consideram o gato um possivel
reservatorio para humanos por terem isolado esta bactéria tanto em animais com diarreia

quanto em gatos saudaveis (MORATO et al., 2008).

2.3.1.2.2 E. coli enterotoxigénica (ETEC)

As infecgdes causadas por cepas ETECs sdo mais frequentes em criangas € viajantes
de paises em desenvolvimento. Na maioria dos casos manifesta-se como sindrome diarreica
muito severa, com sintomas semelhantes a colera, sindrome caracterizada por diarreia profusa
causada pelo Vibrio colera. Entretanto, em alguns casos a diarreia pode ser branda
(KUHNERT et al, 2000; KAPER et al., 2004)

Estas cepas apresentam adesinas que permitem a colonizagdo do intestino delgado
onde E. coli comensal ndo ocorre em elevado numero. Expressam enterotoxinas termo
estaveis e termo labeis, sendo estas Utimas estreitamente relacionadas com a toxma da colera
(ROBINS-BROWNE; HARTLAND, 2002; KAPER et al., 2004).

Animais recém-nascidos, principalmente leitdes, bezerros, cordeiros (KUHNERT et
al, 2000) e cdes (HAMMERMUELLER et al, 1995) também podem ser acometidos por estas

cepas.

2.3.1.2.3 E. coli shigatoxigénica (STEC)

As cepas STEC apresentam maior prevaléncia em paises desenvolvidos e acometem
mais criangas ¢ idosos. Podem causar sintomas muito severos (SUSSMAN, 1985) e evoluir
para sindrome hemolitica urémica em cerca de 2 a 7% dos individuos acometidos (CLARKE,
2001).

Bovinos e pequenos ruminantes sdo considerados os principais reservatorios naturais
de cepas STEC que acometem humanos (BETTELHEIM, 2003). Sao relatadas baixas
prevaléncias destas cepas em cdes e gatos (KRAUSE et al, 2005). Porém cepas STEC ja
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foram isoladas de gatos assintomaticos convivendo com humanos com diarreia (BUSCH et
al., 2007).

Os primeiros grandes surtos ocorreram nos EUA, em 1982, relacionados ao consumo
de hamburguer mal cozido que foram atribuidos a cepa O157: H7 (ROBINS-BROWNE;
HARTLAND, 2002). Embora esta cepa seja mais relatada em surtos por STEC, recentemente
outras cepas, como: O111, 0103, 026 também té€m sido relacionadas a surtos que ocorreram
respectivamente nos anos de 2004, 2013 e 2014. Em 2012 e 2013, os surtos de cepas STEC
ndo O157 apresentaram maior prevaléncia. Apesar de relacionada mais frequentemente a
exposicdo a carne contaminada, varios relatos tém permitido reconhecer vegetais como
verduras, frutas e legumes na cadeia epidemiologica de infeccdes por STEC recentemente.

(CDC, 2014).

2.3.1.2.4 E. coli enteroinvasiva (EIEC)

Infeccdes por cepas EIEC s3o mais frequentes em paises em desenvolvimento, nio
havendo diferencas quanto a faixa etdria acometida. Estas cepas apresentam alguns fatores de
viruléncia também presentes no género Shigella. (ROBINS-BROWNE; HARTLAND, 2002).
Sdo capazes de penetrar intimamente as células da mucosa intestinal através de células que
circundam o foliculo linfoide. Apds a penetragdo induzem apoptose dos macréfagos evitando,
assim, a fagocitose por essas células. Produzem ainda citotoxinas que ativam a liberagdo de
citocinas e outros mediadores inflamatorios pelas células hospedeiras que culmmam em
ulceragdio e inflamacdo da mucosa intestinal (NAVANEETHAN; RALPH, 2008;
RODRIGUES et al., 2008).

2.3.1.2.5 E. coli enteroagregativa (EAEC)

Infecgdes por estas cepas apresentam maior prevaléncia em criangas e viajantes de
paises em desenvolvimento, também podem ser relacionadas a sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (AIDS), contribundo com quadros de diarreia persistente em individuos
munocomprometidos. (THEA etal, 1993 e MAYER etal, 1995).

A patogenia em E. coli enteroagregativa ¢ decorrente da presenca de fimbrias de
aderéncia agregativa (AAFs). Apresentam ainda, a proteina dispersina que contribui para o
efeito agregativo das fimbrias. (CZECZULIN et al, 1999; KAPER et al., 2004).

Surtos ocorridos em paises desenvolvidos como Alemanha, Reno Unido e Japdo, na
década de 90, t€m caracterizado cepas EAEC como patogenos emergentes (HUPPERTZ et al.,
1997).
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2.3.1.2.6 E. coli difusoaderente (DAEC)

Caracterizada por causar diarreia em criangas com mais de um ano de idade, apresenta
fimbrias especiais (F1845) responsaveis pela aderéncia difuisa e adesmas relacionadas a
transducdo de sinais para a célula hospedeira que levam ao rearranjo do citoesqueleto e,
consequentemente as lesdes celulares (NATARO et al, 1996). A presenca desta cepa induz a
ligacdo dos receptores da célula hospederra ao componente C3bBb do sistema do
complemento desencadeando o efeito cascata que culmina na resposta da célula hospedeira e

nos efeitos inflamatorios. (KAPER et al., 2004).

2.3.1.3 E. coli patogénica extraintestinal (ExPEC)

Estas cepas causam infeccdes em outros sitios corporais que ndo o trato intestinal e sdo
de origem filogenética diferente das cepas comensais e das patdgenas intestinais. Exibem,
ainda, aspectos epidemiologicos que as diferem das demais cepas de E. coli. Podem ocorrer
no trato itestinal de humanos e outros animais sem causar sintomas. (SMITH et al., 2007).
Sdo responsaveis pela maioria dos casos de infecgdes do trato urinario que ocorrem na
comunidade (70 a 95%) e, por cerca de 50% das mesmas infec¢des nosocomiais (FOXMAN
et al., 2003).

Estao relacionadas as infecgdes do trato urnario (UPEC), a sepse (SEPEC: Septicemic
E. coli) e a meningite neonatal (MNEC: Meningitis-associated E.coli). (WILFERT, 1978;
MARTIN et al, 1997; RUSSO; JOHNSON, 2000; KAPER et al, 2004). Embora possam
causar diferentes tipos de infecgdes em diversos sitios anatomicos e afetar variados
hospedeiros, as cepas de E. coli extra intestinais apresentam similaridade. Desta forma, todas
estas cepas foram agrupadas como EXxPEC (“Extra mtestinal pathogenic E. coli”’) (JOHNSON
et al., 2000; JOHNSON et al., 2001).

Caes e gatos sdo considerados importantes reservatorios de cepas UPEC para

humanos. (LISTER et al., 2009).

2.4 Analise filogenética em E. coli

A determinacdo do grupo filogenético representa importante ferramenta na
caracterizagdo de cepas de E. coli, uma vez que os isolados desta bactéria podem apresentar
caracteristicas fenotipicas, genotipicas, nicho ecologico e habilidade de causar doencas que
variam em fungdo de sua classificacdo filogenética. Desta forma, a caracterizagdo filogenética

de E. coli pode ser utilizada na triagem de isolados, selecionando cepas para serem testadas
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para genes codificadores de fatores de viruléncia. (TENAILLON et al, 2010; ALM et al,
2011).

Quanto a origem filogenética, as cepas de E. coli podem ser distribuidas em quatro
grupos principais: A, Bj, B, e D. As cepas virulentas extra mtestinais (EXPEC) pertencem,
em sua maioria, ao grupo B2 e, menos frequentemente ao grupo filogenético D, enquanto as
cepas comensais de E. coli pertencem, geralmente, aos grupos A e B;. (PICARD et al., 1999;
JOHNSON; STELL, 2000; CLERMONT et al., 2000). Analise filogenética pode ser feita
através da ribotipagem (do RNA ribossdmico), da eletroforese de enzimas multilocus, por
Triplex PCR e, mais recentemente, por Quadriplex PCR. As duas primeiras técnicas citadas
sdo complexas e demandam muito tempo para sua realizacdo, dificultando triagens rotineiras.
Entretanto, a determinagdo por Triplex PCR, um método répido e de baixo custo
desenvolvido por Clermont et al. (2000), baseada na detec¢do dos genes chuA, yjaA e de um
fragmento anomalo de DNA (TspE4C2) permite a classificacdo de E. coli dentro dos quatro
principais filogrupos. Isto ¢ feito baseado na combinagdo da presenca e auséncia desses genes.
O gene chuAd esta sempre presente nos grupos filogenéticos B, e D e ausente nos grupos A e
B, enquanto o gene yjaAd ¢ ausente nos grupos B; e D, mas pode estar presente ou ausente no
grupo A e estd sempre presente no grupo By o fragmento TspE4C2 ¢ sempre ausente no grupo
A, presente no grupo Bj, mas pode estar presente ou ausente nos grupos B> e D. O esquema
apresentado a seguir resume essas informagdes: A (chud_, TspE4.C2~, yjad "), Bl (chud2”,
TspE4.C2", yjad2"), B2 (chud™, TspEA.C2 ™", yjad™) e D (chud™, TspEA.C2™"", yjad ).

Recentemente, Clermont et al. (2013) aperfeicoaram a deteccdo filogenética de E. coli
para reconhecer os oito grupos filogenéticos atualmente conhecidos (A, Bl, B2, C, D, E, F)
através da utilizacdo de Quadriplex PCR.

Poucos trabalhos tém verificado a filogenia de cepas de E. coli isoladas de animais de
companhia, como cdes e gatos. Entre estes, podem ser citados, o trabalho de Ozugui (2008),
no Brasil € o do grupo de Davis (2011), nos EUA. O primeiro verificou a origem filogenética
de cepas de E. coli isoladas da urina de cdes e gatos com infeccdo do trato urinario tendo
verificado, entre os isolados provenientes de gatos, somente os filogrupos B, (maioria dos
isolados) e D, e, entre as cepas oriundas de cdes foram verificados os quatro principais
filogrupos. Enquanto os estudos conduzidos com gatos saudéaveis, por Davis et al. (2011), nos

EUA, verificaram alta prevaléncia de cepas de E. coli do grupo B,.
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2.5 Antimicrobianos: definicio e usos gerais

Classe de farmacos consumidos frequentemente em unidades de assisténcia de satde
humana e veterindria, na comunidade e também utiizados em animais de producdo como
promotor de crescimento ou em praticas de profilaxia. S3o um dos poucos agentes
farmacologicos que ndo afetam somente os pacientes que os utiizam, mas interferem no
ambiente hospitalar ou na comunidade, por alterar a ecologia microbiana. (ANVISA, 2010).

Definidos como substincias capazes de destruir micro-organismos ou inibir seu
crescimento, sendo respectivamente bactericidas ou bacteriostaticos. Quanto a sua origem
podem ser produzidos naturalmente por micro-organismos, sendo entdo denominados
antibioticos. Os sintetizados artificialmente sdo denominados quimioterdpicos. Na pratica,
farmacos de origem natural (incliindo andlogos e derivados) sdo considerados antibiodticos.

(TAVARES, 2000; RANG et al., 2007).

2.5.1 Linha do tempo da descoberta dos antimicrobianos

A busca por substincias capazes de inibir o crescimento microbiano, ou mesmo
elimma-lo, teve micio com o advento da era microbiana (WRIGTH, 2007). Apos a segunda
metade do século XIX, o conhecimento da etiologia microbiana de doengas como tuberculose,
colera e febre tifoide, através de estudos conduzidos por Robert Koch, levaram paralelamente
a busca por substincias capazes de destruir esses e outros micro-organismos causadores de
enfermidades. (GUIMARAES et al., 2010).

Nos anos 40, a producdo em escala industrial das penicilinas, descobertas por Fleming
em 1928, representou um grande avanco na area da saude, trazendo a possibiidade de
tratamento para varias doencas anteriormente incurdveis. (WRIGTH, 2007). As primeiras
penicilinas eram eficazes contra micro-organismos Gram-positivos. Entretanto, modificagcdes
quimicas em sua molécula original naturalmente produzida pelo fungo Penicillium
chrysogenum (notatum) permitiram ampliar seu espectro de agdo contra micro-organismos
Gram-negativos, dando origem as ampicilinas. As cefalosporinas, antbidticos da mesma
classe das penicilinas, produzidas pelo micro-organismo Cephalosporium acremonium
apresentam espectro de acdo ampliado para Gram-negativos. Tendo em vista a producdo de
penicilinases, foram produzidas a metilpeniciina e oxacilina, derivados sintéticos de

penicilina resistentes a acao dessas enzimas. Entre os anos 40 a 50, foram produzidos os

aminoglicosideos e as polimixinas. (TAVARES, 2000).
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A década de 50 a 60 ficou conhecida como a “era de ouro dos antbidticos”, com a
producdo de varias novas classes, como a dos macrolideos, lipopeptideos, glicopeptideos,
tetraciclinas, cloranfenicol e estreptograminas. Apds 1962 foram sintetizadas a rifamicina e as
quinolonas, esta ultima classe representou importante avango no tratamento de infecgdes por
micro-organismos ~ Gram-positivos, Gram-negativos e rickétsias. Derivados  sintéticos
produzidos na década de 60, como isoniazida e metronidazol permitiram tratar infecgdes por
micobactérias e anaerdbios respectivamente, além de trimetropim, que associado as sulfas,
permitt melhora na atividade deste quimioterapico. (FERNANDES, 2006; PUPO et al,
20006).

Na segunda metade dos anos 80, foram introduzidas as fluorquinolonas, representando
melhora na atividade e espectro de acdo das primeiras quinolonas, como o acido nalidixico, a
partir do qual foi desenvolvida. O imipinem, derivado sintético betalactimico, e analogos da
eritromicina, do grupo dos macrolideos foram sintetizados a partir de protdtipos naturais nesse
periodo, e representaram importantes ferramentas terapéuticas. Nos anos 90, a associacdo de
dois derivados semissintéticos de produtos naturais microbianos, a quinupristina € a
dalfopristina, aprovados pela Food and Drug Administration (FDA), foram relevantes na
contencdo de infecgdes por Enterococcus faecium vancomincina resistentes. (GUIMARAES
et al., 2010).

A partir de 2000, poucas novas classes de antimicrobianos foram produzidas, apesar
da area contar com recursos importantes como a gendmica € a triagem de colecdes de
compostos informatizada. Assim, a partir de 2000, poucas novas classes foram mtroduzidas:
em 2000, as oxazolidona; em 2004, os ketolideos e em 2005, as glicilciclinas. (GUIMARAES
et al, 2010).

2.5.2 Principais classes de antimicrobianos, mecanismos de acido e de resisténcia
antimicrobiana.

Os antimicrobianos atualmente em uso clinico sdo, em sua maioria, os antibidticos
naturais ou seus derivados sintéticos € podem ser classificados em: B-lactamicos (penicilinas,
cefalosporinas, carbapeninas, oxapeninas € monobactamas), tetraciclinas, aminoglicosideos,
macrolideos, peptidicos ciclicos (glicopeptideos, lipodepsipeptideos), estreptograminas, entre
outros (lincosamidas, cloranfenicol, rifamicinas etc). Os antibidticos de origem sintética sao
classificados em sulfonamidas, fluoroquinolonas e oxazolidinonas. (GUIMARAES et al,
2010).
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2.5.2.1 B-lactamicos

Grupo de antbidticos que possuem em seu nucleo estrutural um anel betalactimico em
comum, o qual confere atividade bactericida. As caracteristicas da cadeia lateral definem seu
espectro de agdo e suas propriedades farmacologicas. (ANVISA, 2010). Seu mecanismo de
acdo ¢ nterferir com a sintese da parede celular por acoplarem-se ao receptor desta parede e
impedirem a transpeptidacdo que permite a firme ancoragem do tetrapeptideo as moléculas de
polissacarideos, levando a perda da rigidez da camada de peptidoglicano e com isso, a morte
celular. (NUSSBAUM et al., 20006; SUAREZ; GUDIOL, 2009).

Sao representados pelas penicilinas, divididas em penicilinas naturais ou
benzilpenicilinas  (peniciina G, peniciina V); penicilinas resistentes as  penicilinases
(metilcilinas, oxacilina), e aminopeniliciinas (amoxicilina e ampicilina), cefalosporinas (de
12, 2% 3% e 4* geragdo), carbapenens, oxapeninas ¢ monobactdmicos. O principal mecanismo
de resisténcia antimicrobiana ¢ a inativagdo do antibidtico por enzimas que clivam o anel

betalactimico. (GUIMARAES, 2010).

2.5.2.2 Aminoglicosideos

O primeiro aminoglicosideo conhecido foi a estreptomicina obtida a partir do fungo
Streptomyces griseus. Esse grupo de antibidticos € quimicamente constituido por dois ou mais
aminoacUcares unidos a um niicleo hexose por ligacdo glicosidica. Seu mecanismo de acdo
consiste na indugdo de uma leitura defeituosa do mRNA no sitio peptidil (P) do ribossomo
levando a sintese de proteinas andmalas e, portanto, afuncionais, apresentam efeito
bactericida devido a alta afinidade dos aminoglicosidios pelas proteinas da subunidade 30S do
ribossomo. As principais drogas dessa classe sdo: estreptomicina, gentamicina, canamicina,
amicacina e tobramicina entre outros. Sua atuacdo depende da ligacdo a superficie da célula
bacteriana e posterior transporte através da parede por um processo dependente de energia
oxidativa. (CRF-SP, 2011).

Sdo antimicrobianos usados principalmente no tratamento de pacientes com infecgdes
graves causadas por bactérias gram-negativas aerdbias, sendo ineficazes contra anaerdbios.
Os mecanismos de resisténcia bacteriana aos aminoglicosideos consistem em: alteracdo dos
sitios de ligacdo no ribossomo, alteracdo na permeabilidade e modificagdo enzimatica da
droga e sdo codificados por genes em geral associados a plasmideos conjugativos € ndo
conjugativos € em transposons, € parecem ser constitutivos, ndo sendo induzidos pela

presenca do antimicrobiano. (ANVISA, 2010).
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2.5.2.3. Macrolideos

Grupo de antimicrobianos quimicamente constituidos por um anel macrociclico de
lactona, ao qual ligam-se um ou mais agucares. Pertencem a este grupo aztromicina,
claritromicina, ~eritromicina, espiramicina, miocamicina, roxitromicina, entre outros. A
eritromicina foi o primeiro macrolideo isolado a partir de Streptomyces erythreus. Sdo agentes
bacteriostaticos, que atuam pela ligacdo com o RNA ribossomal 23S da subunidade 50S,
mterferindo na elongacdo da cadeia peptidica durante a translacdo e bloqueando a biossintese
de proteinas bacterianas. (NUSSBAUM et al, 2006). A resisténcia pode surgr por:
diminuicdo da permeabilidade da célula ao antimicrobiano, alteragdo no sitio receptor da

por¢ao 50S do ribossomo e nativagdo enzimatica. (ANVISA, 2010).

2.5.2.4 Cloranfenicol

Isolado pela primeira vez a partir do micro-organismo Streptomyces venezuela.
Atualmente o cloranfenicol ¢ sintetizado artificialmente. Seu mecanismo de agdo ¢ de inibicao
da sintese proteica através de ligacdo a subunidade 30S do ribossomo e mibicdo do
movimento dos ribossomos ao longo do mRNA, provavelmente pela mibicdo da peptidil
transferase, responsavel pela extensio da cadeia peptidica. (GUIMARAES, 2010). Mais
frequentemente, a resisténcia ¢ determinada pela producdo de uma enzima, acetiltransferase
ou nitrorredutase, que inativa o composto, ou ocorre também por alteragdes na

permeabilidade da droga. (ANVISA, 2010).

2.5.2.5 Tetraciclinas

Antimicrobianos de amplo espectro de agdo, sendo eficazes contra Gram-positivos,
Gram-negativos aerobios e anaerobios, espiroquetas, rickétsias, micoplasmas, clamidias e
alguns protozoarios (ANVISA, 2010).

Sdo mibidores especificos da sintese proteica, bloqueiam o receptor na subunidade
30S que se liga ao t-RNA durante a tradugdo génica ndo permitindo a ligagdo do peptideo -
tRNA ao sitio A. Sua acdo ¢ reversivel e, por isso sdo agentes bacteriostaticos. (TAVARES,
2001).

O principal mecanismo de resisténcia ¢ por diminuicdo da acumulagdo da droga no
mterior da célula. Pode ser relacionada a genes cromossomicos, plasmidiais ou presentes em

transposons. (TAVARES, 2006).
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2.5.2.6 Lincosaminas

Inicialmente isoladas a partir do Streptomyces lincolmensis, originando a lincomicina,
posteriormente, modificagdes quimicas produziram a clindamicina. Suas propriedades
antibacterianas sdo similares as dos macrolideos e agem pelo mesmo mecanismo de acdo. Isto
¢, atuam por mibicdo da sintese proteica nos ribossomos, ligando-se a subunidade 50S, sendo,
portanto, bacteriostaticas. O mecanismo de resisténcia € por alteragdes no sitio receptor do
ribossomo e por mudangas mediadas por plasmideos, no RNA 23S da subunidade 50S do

ribossomo. (ANVISA, 2010).

2.5.2.7 Quinolonas e fluorquinolonas

Importante classe de antimicrobianos sintéticos com atividade bactericida, que atuam
contra bactérias Gram-positivas ¢ Gram-negativas, sendo muito efetivas nas infecgdes do trato
urindrio causadas por E. coli. O 4cido naldixico, uma das primeiras quinolonas, foi o
prototipo para o desenvolvimento das fluorquinolonas. Atuam sobre a enzima DNA girasse,
mterrompendo a reproducdo celular. Sdo representados pelo 4cido nalidixico, ciprofloxacina,
norfloxacina, levofloxacina, gatifloxacina, moxifloxacina e gemifloxacina. (ANVISA, 2010).

O principal mecanismo de resisténcia antimicrobiana ¢ a bomba de efluxo e a presenca
de um gene plasmidial que reverte a mibicdo da DNA girase. (JACOBY, 2005). Em 2006, foi
encontrado um gene de resisténcia as quinolonas mais versatil, capaz de acetilar

aminoglicosideos, além de ciprofloxacina e norfloxacina.

2.5.2.8.Sulfonamidas

Sdo quimioterapicos bacteriostiticos, com estrutura similar ao acido para-
aminobenzoico, precursor do acido folico. Inibem a producdo de acido folico por mecanismo
competitivo. Sdo representados pela sulfanilamida, sulfisoxazol, sulfacetamida, acido para-
aminobenzoico, sulfadiazina e sulfametoxazol, sendo as duas ultimas de maior importancia
clinica. O cotrimoxazol ¢ uma associagdo de sulfametoxazol com trimetropim (diamino-
pirimidina), drogas com efeito sinérgico pois atuam em duas etapas diferentes da sintese do
acido folinico, necessario para a sintese de acidos nuckéicos. O principal mecanismo de
resisténcia as sulfas ¢ a produgdo aumentada de &cido para-aminobenzoico pela célula
bacteriana ou a sintese de didropterdico sintetase que apresentam pouca afinidade pelo
antimicrobiano, essa resisténcia ¢ geralmente codificada por genes plasmidiais, outro

mecanismo ¢ a dimnuigdo da permeabilidade da bactéria. Enquanto a resisténcia ao
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trimetropim pode ocorrer por alteracdo da permeabilidade celular, por perda da capacidade da
bactéria de ligagdo a droga, esta resisténcia por ser conferida cromossomicamente, por

plasmideos ou por transposons. (ANVISA, 2010).

2.5.3. Resisténcia antimicrobiana: consideracdes sobre suas origens

A resisténcia antimicrobiana ¢ reconhecida atualmente como uma das maiores
ameacas da humanidade e, embora ndo seja um fendmeno recente, ¢ um problema critico de
satde hoje em dia. Durante varias décadas e, em diferentes niveis, as bactérias responsaveis
por infecgdes comuns desenvolveram resisténcia a cada novo antimicrobiano criado. Com a
globalizacdo, a disseminagdo de micro-organismos resistentes € rapida e atinge o mundo todo.
(WHO, 2012; THEURETZBACHER, 2013).

Este problema se agrava com a escassez de novas drogas antimicrobianas no mercado.
Desta forma, ja existem micro-organismos para os quais ndo existem drogas efetivas, o que
consiste em um dos maiores desafios na maioria dos centros de saude. Patdogenos bem
conhecidos, com alto impacto clinico incluem organismos Gram-positivos como
Staphylococcus aureus e Enteroccoccus sp. Em contraste com esses micro-organismos que
ainda podem ser tratados com os mais novos antimicrobianos, algumas bactérias Gram-
negativas, especialmente E. coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter spp. t€m desenvolvido resisténcia a maioria, sendo a todos os antibioticos
atualmente disponiveis. (THEURETZBACHER, 2013).

Apesar do uso abusivo de antimicrobianos ser um dos fatores que mais contribuiu para
o aumento da resisténcia, por exercer pressdo de selecdo em micro-organismos de relevancia
clinica, a resisténcia ¢ conhecida desde o passado, antes mesmo do primeiro uso clinico dos
antibioticos. (DAVIES; DAVIES, 2010). A grande variedade de genes envolvidos na
resisténcia indica uma origem e evolugcdo muito antigas, anterior a utilizagdo clinica dos
antimicrobianos (WRIGTH, 2007).

Elementos genéticos moveis estdo presentes em alta frequéncia, principalmente na
familia Enterobacteriacea, explicando a rapida evolugdo da resisténcia e, em particular, da
multirresisténcia.  Genes localizados em ntegrons e mobilizados por transposons ou
plasmideos podem ser transferidos, inclusive entre espécies bacterianas distintas. A facilidade
de transferéncia horizontal ¢ diretamente proporcional a similaridade do codon de wuso
preferencial entre integrons e o organismo receptor. Ja estd comprovado que esta similaridade,

apesar de existi, ndo ¢ suficiente para manter determinados genes em varias linhagens
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bacterianas na auséncia de um fator seletivo. Desta forma, a pressdo de sele¢do mantém tais
genes, a despeito de ndo haver similaridade suficiente entre seus codons para a fixagdo desses
no genoma. FEstd amplamente documentado que os antimicrobianos representam fortes
pressdes seletivas sobre esses genes, determinando, assim, uma prevaléncia desses nos micro-
organismos, superior ao que se poderia esperar na auséncia do fator de selecdo. Integrons
classe I t€m sido descritos como os principais mobilizadores de resisténcia a antimicrobianos
entre as bactérias entéricas e, particularmente em E. coli. (DIAZ-MEJIA et al, 2008;
DOMINGOS et al., 2009; DI CONZA; GUTKIND, 2010).

A prevaléncia de integrons classe I em E. coli € significantemente maior em ambientes
ocupados ou modificados pela presenga humana e, diminui @ medida que se distancia de tais
ambientes. A utilizagdo de agentes antimicrobianos na saude humana e animal como
ferramenta terapéutica, além de sua utilizagdo nas cadeias de producdo de alimentos, bem
como o uso profilatico dessas substancias na pecudria representa grande pressdo de selegdo.
Presume-se que a pressdo representada pela presenga de antibioticos seleciona ou mantém
mtegrons em E. coli. Essa ideia ¢ suportada por analises evoluciondrias mostrando multiplas
origens e aquisicoes de integrons por bactérias entéricas. (Yu et al, 2004; DI CONZA;
GUTKIND, 2010; ROLAIN etal., 2012).

2.5.4 Principais mecanismos de resisténcia antimicrobiana

Micro-organismos presentes em um ecossistema compartiham o nicho com outros
organismos produtores de substdncias antimicrobianas e co-evoluem na presenca destas.
Assim, podem sobreviver ou até mesmo utilizar essas substancias como substrato. Micro-
organismos que coabitam esses ambientes apresentam resisténcia intrinseca ou natural. Pode
ser devida também ao mecanismo de acdo do antimicrobiano atuar sobre uma estrutura que a
célula bacteriana ndo apresenta, como, por exemplo, penicilinas sobre micoplasmas
(OCHMAN, 2000; WRIGHT, 2007).

Alkm disso, pode ser adquirida por mutagdes em genes Cromossomais, ou por
recombinacdo genética que ocorre através dos processos de conjugagdo, na qual os genes sao
transferidos por plasmideos; por transformagdo, através da absorcdo de DNA do meio e por
transdugdo, quando os genes sao mobilizados por fagos. A resisténcia também pode ocorrer
por transposi¢cdo, isto €, por transposons. (CUNHA, 1998; JACOBY, 1998).

Os mecanismos basicos de resisténcia antimicrobiana sdo: inativagdo do antibidtico
por enzimas bacterianas, modificacio do alvo, ou sitio de ac¢do que leva a perda de

sensibilidade ao antbiotico; alteragdes na bomba de efluxo e permeabilidade externa da
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membrana que promovem a reducdo da concentragdo do antbidtico sem sua modificagdo
quimica; transmissdo do alvo — algumas bactérias alteram suas vias metabolicas, tornando-se

msensiveis aos antimicrobianos que atuam nessas vias. (TAVARES, 2001; WRIGHT, 2005).

2.5.5 Betalactamases; resisténcia ampliada aos betalactimicos — ESBL (Extended
Spectrum B-lactamase) e detec¢do fenotipica de cepas ESBL

Betalactamases sdo enzimas que hidrolisam o anel lactdmico dos antimicrobianos
betalactamicos, inativando-os (KONEMAN, et al, 1999). O sistema de classificagdo de
Amber descreve quatro classes de lactamases, segundo a semelhanca entre as cadeias de
aminodcidos das enzimas, sdo elas: betalactamases de classe A, que compreendem as
betalactamases classicas e as de espectro estendido (ESBL); classe B, composta por metalo-
betactamases e, classe C, representada pelas betalactamases cromossomicas. (JACOBY,
2009).

As Dbetalactamases classicas sdo produzidas pela maioria dos bacilos Gram-negativos
hospitalares. Sdo codificadas por genes plasmidiais e sdo resistentes as penicilinas de amplo
espectro e as cefalosporinas de primeira geragdo, porém sdo sensiveis aos inibidores de
lactamases como o acido clavulanico, o sulbactam e o tazobactam. As mais comuns S30 as
enzimas TEM-1 e SHV-1. (SILVA; SALVINO, 2000).

Betalactamases de espectro estendido sdo produzidas por qualquer bacilo Gram-
negativo, sendo Klebsiella sp. e E. coli as mais frequentes. Presentes em integrons classe I,
normalmente mobilizados por plasmideos conjugativos ou transposons. Atualmente sdo
conhecidas cerca de 500 enzimas diferentes, sendo as mais comuns: SHV-2 e CTX-M-1. Sdo
resistentes a todas as cefalosporinas (1%, 2%, 3* e 4* geragdes) € ao aztreonan (monobactimico)
e sdo sensiveis aos inibidores de betalactamases. A resisténcia ESBL em Enterobacteriaceas,
principalmente em E. coli, representa um dos mais relevantes mecanismos de resisténcia. Em
bactérias Gram-negativas, as lactamases acumulam-se no espago periplasmatico, o que
aumenta a chance de atingir o antimicrobiano em concentra¢des elevadas. Bactérias Gram-
positivas enviam essas enzimas para fora da parede celular, difindindo-as para o meio e,
portanto, atingem menores concentragdes. Desta forma, em Gram-negativas essa resisténcia
causa um maior impacto. Além disso, E. coli ESBL positivas, geralmente, carregam genes de
resisténcia 4s quinolonas, aminoglicosideos e tetraciclinas no mesmo cassete génico, sendo
portanto, multirresistentes. (OLIVEIRA et al., 2009; LOPES, 2010).

As metalo-betactamases hidrolisam todos os Dbetalactimicos, inclundo os

carbapenémicos, porém ndo hidrolisam o aztreonam. Tém sido detectadas nos géneros
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Klebsiella, Pseudomonas ¢ Acinetobacter. Nao sao inbidas pelos mibidores de
betalactamases, somente sdo inibidas por substincias quelantes como EDTA e derivados de
tiois. Na classe C, estdo as lactamases cromossomicas (AmpC) que sdo produzidas por
desrepressdo de genes, sendo os betalactimicos mais indutores de desrepressdo a cefoxetina e
o imipinem. Sdo resistentes aos inibidores clavulanato, sulbactam e tazobactam e, por isso,
ndo se classificam como ESBL, apesar da capacidade de hidrolisar quase todas as
cefalosporinas. E constitutiva em Pseudomonas aeruginosa e adquirida em bacilos Gram-
negativos como Citrobacter, Enterobacter, Serratia e Providencia. (FONTES et al., 2011).

A detec¢do do fendtipo ESBL necessita da ado¢do de um protocolo especifico de
antibiograma, pois apesar da aparente sensibiidade in vitro a varios antimicrobianos
betalactamicos, ap6s o inicio da terapia antimicrobiana pode ocorrer falha terapéutica com o
inicio da produgdo de betalacatamases de espectro ampliado, pois a velocidade de producao
dessas enzimas varia segundo os tipos de enzimas apresentados pela cepa. Desta forma, as
ESBL derivadas da enzima TEM, com apenas uma substituicdo na cadeia de aminoacidos
(TEM-7 ou TEM-12), podem ndo ser detectadas em antibiogramas de rotina devido ao seu
baixo poder de hidrolise. Os protocolos atualmente disponiveis para detectar fenotipicamente
cepas ESBL positivas sao: o método da fita E-teste (fita dupla); o método da dupla difusdo em
agar ou método de aproximacdo de disco; o método da adigdo de 4cido clavulanico ao disco
de ceftazidima e o método automatizado. No método da aproximag¢do dos discos, em que os
discos de cefalosporinas sdo colocados a 20 ou 30 mm de distdncia do disco do betalactamico
associado com o mibidor (clavulanato, sulbactam, tazobactamem), o sinergismo entre o
antimicrobiano testado e o mibidor, confirma a produgdo de ESBL. A zona de sinergismo ¢
chamada de zona fantasma (Figura 1) (RAWAT; NAIR, 2010). Porém, quando ha resisténcia
ao betalactamico cefoxetina e ao mibidor de betactamase e sensibilidade a cefepima, infere-se

resisténcia tipo AmpC e, portanto, ndo ESBL. (BUSH; JACOBY, 2010).



31

Figura 1 Testes fenotipicos para identificacdo de ESBL. A) ESBL E-test; B) teste do
disco combinado; C) teste da aproxima¢dao de discos. CTX: cefotaxima;
CLA: 4cido clavulanico, CAZ: ceftazidima; CFT: ceftiofur; AMC:
amoxicilina- 4cido clavuldnico;, CPM: cefepime. Fonte: Silva; Lincopan,
2012.

2.5.6. Epidemiologia da resisténcia antimicrobiana

Genes determinantes de resisténcia, principalmente em combinagdo, e patdgenos
resistentes as multiplas drogas estdo se disseminando com velocidade sem precedentes.
Somente nos E.U.A, micro-organismos resistentes a antimicrobianos causam mais mortes
anuais que AIDS, doenga de Parkinson, enfisema e homicidios juntos. Na Europa, ocorrem
cerca de 25.000 mortes anuais devido as infeccdes por esses micro-organismos. A
Organizagdo Mundial de Saude (OMS) estima que sdo gastos anualmente entre quatro a cinco
bilhdes de dolares e cerca de nove bihdes de euros, respectivamente nos E.U.A. e Europa em
consequéncia de resisténcia antimicrobiana. (THEURETZBACHER, 2013).

Enterobacteriaceas ESBL positivas, resisténcia aos carbapenémicos, resisténcia
alarmante as fluorquinolonas e demais antimicrobianos usados no tratamento de infecgdes por
E. colii Klebsiella, Pseudomonas e Salmonela, entre outros, estio se disseminando em
altissimas taxas (NORDMAN, et al., 2009; HO et al, 2010). As maiores causas estao
relacionadas ao consumo erréneo de antimicrobianos, como por exemplo: uso de doses nio
terapéuticas, prescricdes empiricas ndo embasadas em protocolos consistentes ou apoiados em
dados epidemiologicos confidveis, alteragdo na microbiota normal pelo uso de
antimicrobianos levando a selecdo de clones resistentes, além de, substituicdo, dimnuigdo, ou
at¢ eliminacdo de micro-organismos da microbiota normal. (ANVISA, 2010). Estudos
indicam que os efeitos do uso de antimicrobianos na microbiota intestinal, por exemplo,

causam impactos por tempo mais prolongado do que o anteriormente suposto, podendo
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permanecer por um periodo superior a quatro anos (ANTUNES et al, 2011). Segundo,
Krumperman (1983) as frequéncias de isolamentos de bactérias resistentes as multiplas drogas
(MDR) sdao menores que 20% em ambientes onde os antibidticos sao usados raramente e,
afirma que taxas superiores a 20% indicam grande risco de exposicdo aos agentes
antimicrobianos.  Kiratisin e colaboradores (2008) responsabilizam, principalmente, a
disseminagdo de genes ESBL em plasmideos conjugativos pelos atuais altos niveis de
multirresisténcia  entre  0os micro-organismos. Em E. coli, por exemplo, as cepas ESBL
positivas apresentam niveis de multirresisténcia muito superiores aos exibidos pelas cepas
ESBL negativas. Ainda, a ampla distribuicdo dessas cepas pode estar ligada a sua transmissao
entre hospitais, unidades de tratamento de aguas residudrias e ambiente (KORZENIEWSKA
et al, 2013).

Na América Latina, a primeira descricdo de ESBL foi feita no Chile, sendo reportada a
presenca de SHV-5 em K. pneumoniae (GUTHMANN et al, 1989 apud SILVA;
LINCOPAN, 2012). Na década de 90, outra familia de lactamases foi identificada, a CTX-M,
produzidas por cepas clinicas encontradas em varios paises, como Alemanha, Franga, Japao,
Argentina e Brasil. (BAUERNFEIND, 1996; BONNET et al., 2000).

Apesar da ocorréncia de cepas E. coli ESBL positivas no Brasil ser alta, faltam dados
epidemiologicos oficiais € compilados rotmeramente, uma vez que o pais ndo dispde de um
programa de vigilancia epidemiologica da resisténcia antimicrobiana. Cepas ESBL de origem
hospitalar t€m sido relatadas com frequéncia no Brasil, especialmente as portadoras de
enzimas da familia CTX-M. Entretanto, o surgimento de cepas com esse fenotipo de origem
ambiental, comunitdria, em alimentos de origem animal (SILVA et al, 2010) e em animais de
estimacdo, principalmente cdes e gatos (CARATTOLI et al, 2005; MURPHY et al, 2009)
ttm demonstrado a complexidade em se estabelecer a origem desta resisténcia. (SILVA;

LINCOPAN, 2012).

2.6 Resisténcia antimicrobiana em cepas de E. coli isoladas de animais de companhia

Estudos apontam o crescimento exponencial e alarmante da resisténcia antimicrobiana
observado na familia Enterobacteriacea como um dos maiores problemas clinicos atuais,
tanto nas unidades de saide humana quanto veterinaria. O surgimento de genes de resisténcia
ampliada aos beta-lactdmicos (ESBL), aos carbapanémicos, as fluorquinolonas e demais
antibidticos usados no tratamento de infecgdes por enterobactérias, especialmente por E. coli,

constituem grave problema. Ja sdo relatadas algumas cepas desta bactéria para as quais os

antibidticos atualmente disponiveis nao sdo eficazes. (THEURETZBACHER, 2013).
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A resisténeia antimicrobiana em cepas de E. coli isolada de animais domésticos vem
sendo observada hd longo tempo, estando principalmente relacionada ao crescente consumo
de antibioticos (GRAVE et al, 1999; SANDERS; SANDERS, 1992; WARREN et al., 2001;
SANCHEZ et al, 2002). Agentes antimicrobianos como penicilinas, cefalosporinas e
fluorquinolonas tém sido largamente usados na clinica médica veterinaria (GUARDABASSI
et al, 2004; DAVIS et al, 2011; WAGNER et al, 2014), refletindo-se em grande pressdao de
selecdo tanto nos patogenos alvos, como em bactérias da microbiota intestinal como E. coli
(SZMOLKA; NAGY, 2013).

Além de E. coli resistente a antimicrobianos presente na microbiota intestinal de
animais de companhia saudaveis (AUTHIER et al., 2006; PAULA; MARIN, 2008; COSTA et
al., 2008), recentemente foram relatados isolamentos de cepas resistentes desta bactéria em
outros sitios corporais, como boca e utero de cadelas com piometra (AGOSTINHO et al,
2013), assim como pele, boca e nariz de cdes e gatos saudaveis (DAVIS et al, 2011),
representando potencial de disseminagdo para humanos que entram em contato rotineiro com

estes animais.

2.7 Aspectos clinicos e epidemiolégicos das infeccoes por E. coli resistente a
antimicrobianos na saude humana.

O impacto clinico global da resisténcia antimicrobiana em cepas de E. coli ¢ muito
grande, ultrapassando em importancia clinica bactérias que apresentam taxas ainda maiores de
resisténcia, como Klebsiella pneumoniae, por exemplo. A relevancia clinica de cepas de E.
coli resistentes ¢ atribuida as infecgdes do trato urindrio nosocomiais ou adquiridas na
comunidade, as severas infecgoes hospitalares e por apresentar consideraveis reservatorios em
animais e no ambiente. (LIVERMORE, 2012).

O mecanismo de resisténcia mais relevante em E. coli ¢ a produgdo de ESBL, pois tais
cepas podem hidrolisar qualquer betalactimico, com exce¢do dos carbapenémicos e das
combinagcdes com inbidores de betalactamases. Além disso, tais cepas apresentam
concomitantemente  outros  determinantes de resisténcia, como para fluorquinolonas,
aminoglicosideos e tetraciclinas. Fendtipos de multirresisténcia entre cepas ESBL positivas
podem alcancar taxas superiores a 80%. (SIMNER et al, 2011). O uso exclusivo de
fluorquinolonas para tratar infecgdes do trato urindrio adquiridas na comunidade levou a
perda de eficacia desse antimicrobiano contra E. coli na Europa, em uma velocidade sem

precedentes (EARS-Net 2008).
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Em estudo de vigilancia conduzido na Europa, em 2012, a maioria das cepas de E. coli
foram resistentes a, no minimo, um dos grupos de antimicrobianos sob investigacao.
Resisténcia as aminopenicilinas foi observada em mais de 50% dos isolados, seguida pela
resisténcia as quinolonas e as cefalosporinas de terceira geragdo. Entre esses ultimos, muitos
foram ESBL-positivos além de apresentarem resisténcia a outros grupos de antimicrobianos.
Neste contexto, particularmente preocupante ¢ o aumento da resisténcia as cefalosporinas de
terceira geragdo, aos aminoglicosideos e resisténcia combinada aos trés mais importantes
grupos de antimicrobianos, para os quais a maioria dos paises desse continente relatou
aumento significativo de resisténcia.

O aumento nas frequéncias de E. coli ESBL positivas associada a resisténcia as
quinolonas restringe as opgdes terapé€uticas para as infecgdes causadas por cepas deste micro-
organismo, o que torna necessario lancar uso de carbapenémicos nessas terapias. Tal situacao
pode contribuir para maior prevaléncia da resisténcia a esse importante antimicrobiano, em
geral reservado para as infecgdes de maior gravidade. (ECDC, 2011).

A disseminagdo de cepas E. coli ESBL positivas pelo mundo tem sido notificada,
ocorrendo em taxas que variam entre 10 a 30% e acima de 30%, em fungdo de diferencas
geograficas. Desta forma, no Brasil e em parte da América do Sul essas taxas variam entre 10
a 30%, assim como em alguns paises da Europa. Enquanto, na América Central, algumas
regives da Afiica e Asia E. coli ESBL positiva ocorre em niveis acima de 30%.
(THEURETZBACHER, 2013).

A constante vigilancia da resisténcia antimicrobiana ¢ fundamental para o controle de
sua disseminagdo. Entretanto, em muitos paises, faltam dados oficiais e confidveis sobre os
niveis dessa resisténcia. (GRUDMANN et al,, 2011).

No Brasil, por exemplo, ndo had compilagdo oficial dos casos de infecgdes por micro-
organismos resistentes as multiplas drogas. Desta forma, esses dados restringem-se aos
trabalhos de grupos de pesquisadores e a informagdo permanece esparsa em sistemas locais.
Alkm disso, o desenvolvimento das infeccdes hospitalares ou da comunidade por micro-
organismos resistentes a antimicrobianos ndo ¢ de notificagdo compulsoria no Brasil
Portanto, a mortalidade devido a essas infecgdes ndo € conhecida. Desde 2009, a ANVISA
(Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria) estabeleceu normas e medidas para o
monitoramento, controle e prevengdo da resisténcia antimicrobiana e, a partir de 2010 uma
portaria do mesmo Orgdo obriga a retengdo de receitas médicas de vendas de antibidticos,

como uma das medidas para a contengdo do aumento da resisténcia antimicrobiana.
(ANVISA, 2010).
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2.8 Resisténcia antimicrobiana associada as unidades de assisténcia a satide humana e a
contamina¢ao ambiental

As mfeccdes nosocomiais, também conhecidas como infecgdes hospitalares e, mais
recentemente, infeccdes associadas a assisténcia a saude (IAAS) sdo as mais impactadas pela
resisténcia antimicrobiana. No ano de 2011, 722.000 pessoas contrairam [IAAS nos E.U.A.,
sendo mais da metade destas adquiridas fora das unidades de tratamento itensivo (UTI),
local do hospital mais caracteristicamente relacionado a essas infecgdes. Sao a 7* causa de
morte naquele pais, principalmente em decorréncia de IAAS por micro-organismos
resistentes, isso significa que morrem 205 pessoas, por dia, devido a essas infecgdes nos
E.U.A. (MAGILL et al., 2014; CDC, 2014).

Atualmente, cepas com fenotipos de resisténcia tipicos de isolados hospitalares t€ém
sido encontradas em isolados clinicos da comunidade e, inclusive em comensais da
microbiota de humanos e animais saudaveis (CARATTOLI et al, 2005; COSTA et al., 2008;
MURPHY et al, 2009). O papel das instituigdes de saude na disseminacdo de cepas
resistentes para o ambiente ainda ¢ muito pouco conhecido. Entretanto, a transmissao de E.
coli ESBL positiva de residuos hospitalares e municipais para a comunidade tem sido
pesquisada, tanto em paises desenvolvidos, como em paises em desenvolvimento. A maior
parte dessas pesquisas tem focado no papel dos esgotos hospitalares (PRADO et al., 2008;
YANG et al, 2009; MANSSOURI; ABASSI, 2010; CHANG et al, 2010; CHAGAS et al,,
2011), nos tratamentos das dguas residuarias de efluentes hospitalares (STORTEBOOM et al.,
2010; HUANG et al, 2012; KORZENIEWSKA et al., 2013), e nos residuos solidos ou lixo
hospitalar (MBONGWE et al., 2008; KOOLIVAND et al, 2012; TETLEH-QUARCOO et al.,
2013).

O problema de contaminagdo ambiental com residuos hospitalares ¢ maior nos paises
em desenvolvimento, pois muitas vezes, esse lixo ¢ descartado com o doméstico sem receber
qualquer tratamento prévio, o que implica em grande risco para os trabalhadores municipais
da coleta de lixo, o ptblico e o ambiente (ZARCHI; VATANI, 2009; DAMANI et al, 2013).
Além disso, o volume de lixo contaminado torna-se ainda maior, pois em algumas instituicoes
de saude este ¢ descartado com o lixo ndo contaminado, sem uma sele¢do prévia, havendo a
necessidade de aterros sanitarios cada vez maiores (ASKARIAN et al, 2004; DA SILVA et
al.,, 2005; DAMANTI et al., 2012).

No Brasil, a Associagdo Brasileira de Engenharia Ambiental e Sanitaria (ABES, 2000)
estima que 70% das cidades brasileiras descarte o lixo doméstico e os residuos médicos

juntos, em lixdes municipais, o que pode acarretar sérios problemas de saude publica.
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2.9 Resisténcia antimicrobiana associada as unidades de assisténcia a satde veterinaria e
a contaminacido ambiental

Assim como na medicna humana, na medicina veterinaria também ocorrem as
mfecgdes hospitalares ou IAAS por micro-organismos resistentes e, isto deve ser assunto de
medidas de controle. A contamma¢do ambiental com patdogenos estd largamente disseminada
em hospitais e clinicas veterinarias e pode contribuir para a disseminagdo desses micro-
organismos para a comunidade (TRAVERSE; ACETO, 2015). Infeccdes nosocomiais
veterindrias causadas por bactérias resistentes podem aumentar a morbidade, os custos e a
duragdo do tratamento e, ainda implicam em riscos de disseminacdo de zoonoses. (SUTHAR
et al., 2014).

Muitos micro-organismos associados @ IAAS humana também s3ao encontrados nas
unidades de assisténcia a saiude veterindria, tendo sido documentados, principalmente em
hospitais-escolas veterinarios, causando doencas em animais. Entretanto os dados de TAAS
veterindria ainda sdo escassos. O desconhecimento da epidemiologia desse tipo de infecgdo
torna-se ainda mais grave diante do alto nivel de resisténcia antimicrobiana encontrada em
cepas bacterianas isoladas de animais (LEONARD et al, 2012; LEITE-MARTINS, 2014). A
possibilidade de compartilhamento dessas cepas com humanos, que convivem ou trabalham
com esses animais, representa uma ameacga a saude publica. Pois, além de micro-organismos
causadores de doencas zoonoticas, outros, ndo patogénicos para humanos sdo provaveis
reservatorios de genes de resisténcia que podem ser horizontalmente transferidos para micro-
organismos da microbiota de humanos ou de outros animais (BOGAARD; STOBBERINGH,
2000; GUARDABASSI et al, 2004; MOYAERT et al, 2006; DAVIS etal, 2011).
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3. OBJETIVOS

Os objetivos deste trabalho, realizado com cepas de E. coli isoladas da pele do
abdomen ou dorso, da boca, da genitdlia externa (vagna/prepuicio) e do reto de gatos
saudaveis, originados de trés populacdes que foram caracterizadas segundo a proximidade
com unidades de assisténcia a saide humana, veterinaria, ou sem proximidade com esses
locais, foram:

Isolar e identificar cepas de E. coli de diferentes sitios corporais de gatos saudaveis.

Testar as susceptibilidades das cepas isoladas frente a 17 agentes antimicrobianos

Verificar a presenca do fendtipo de resisténcia ESBL entre os isolados.

Relacionar as frequéncias e perfis de resisténcia dos isolados com a origem da cepa,
segundo o sitio corporal.

Identificar diferencas nos padrdes e frequéncias de resisténcia destas cepas segundo a
proximidade de seus hospedeiros com locais onde o uso de agentes antimicrobianos ¢
rotineiro.

Caracterizar filogeneticamente as cepas isoladas.

Relacionar a classificacdo filogenética das cepas com suas origens segundo o sitio

corporal e a populacao.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1 Breve caracterizacio da localidade de estudo

O Municipio de Ituverava esta localizado na regido nordeste do Estado de Sao Paulo, a
410 Km de distancia da Capital, na regido Sudeste do pais. A altitude ¢ de 631 metros e area
de 727 kn?, a latitude sul é 20°20°30” e a longitude oeste ¢ 47°47°30”. A populagio ¢ de
39.690 habitantes (IBGE, 2010).

Com relagao a assisténcia a Satde Publica Humana, a cidade conta com um Centro de
Satde (CSII), um Ambulatorio de Especialidades Médicas (AME), um Centro de Atengdo
Psicossocial (CAPs), dois Hospitais e seis Postos de Satide da Familia (PSF).

A assisténcia a saude veterinaria € realizada pela miciativa privada, sendo representada

por um Hospital-Escola Veterinario e seis Clinicas Veterinarias particulares. (IBGE, 2010).

4.2 Coleta de amostras e isolamento de Escherichiacoli

Durante 2014, foram colhidas amostras de abdomen, boca, dorso, genitalia externa e
reto de 65 gatos saudaveis de ambos os sexos, idades e ragas diferentes, de animais
catalogados em uma clinica veterinaria em Ituverava, SP. Na época da pesquisa, 0s animais
que ndo estavam recebendo tratamento para doengas ou ndo apresentavam sintomas clinicos
de doencas foram escolhidos e designados como saudaveis. Entre esses, os animais com
ultimo uso de antibidticos ha mais de 6 meses da data da coleta, foram escolhidos para
amostragem. Foi perguntado aos tutores dos gatos pesquisados sobre a convivéncia com
outros gatos ou espécies na mesma residéncia. Também foi solicitada informacdo sobre a
possibilidade de acesso a rua pelo gato e, em caso afirmativo, se 0 acesso era esporadico
(menor ou igual a uma vez ao dia e, por curtos periodos) ou irrestrito.

Esses gatos foram agrupados em trés populacdes, segundo a proximidade ou ndo da
residéncia do proprietdrio com locais onde o uso de antibidticos € rotineiro. Sendo estas:
proximo a hospitais e centros de salide municipais (CSH); proximo as clinicas veterinarias e
pet shops (CSV) e sem proximidade com estes lugares (SMP), usando uma distancia fixa de
trés quarteirdes (aproximadamente 300m) em cada direcdo em volta destes lugares (4rea total
= 282.600 m’. Animais cujos proprietarios residiam na interseccdo destas areas ndo foram
utiizados na pesquisa. A distdncia foi estabelecida segundo estudos etoldgicos sobre o
territorialissimo ¢ a area de vida de gatos domésticos (BARRATT, 1997; MEEK, 2003;
FERREIRA, 2011) (Figuras 2 e 3). As amostras foram colhidas do reto; vagina ou preptcio;

boca; dorso ou abdomen, ou seja, sitios corporais que podem entrar em contato com o reto
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durante o comportamento natural de limpeza da espécie, ¢ também em contato (direto ou
indireto) com humanos. (Figuras 4 e 5). O estudo foi aprovado pelo Comité de Ftica em
Pesquisa com Uso de Animais (CEUA) da Faculdade Dr. Francisco Maeda- FAFRAM e o
consentimento do proprietario foi obtido para todos os gatos participantes.

De cada animal, as amostras da boca, reto e genitalia externa (vulva ou prepucio)
foram colhidas wusando swabs estéreis, previamente umedecidos com solucdo salina
tamponada fosfatada estéril (1x). Enquanto, a coleta das areas do abdomen e dorso foram
realizadas utilizando-se gazes estéreis umedecidas com a mesma solugdo. As amostras foram
transferidas para recipientes estéreis contendo 10 ml de agua peptonada tamponada (1x) e

incubadas por 24 horas a temperatura de 37°C.

Origem das amostras

------------

& Ribedro filho

SMP,

L0 1:;1\'

Figura 2 Areas geograficas que delimitam as trés populagdes de gatos caracterizadas
segundo a distancia com centros de saude humana (CSH —circulo
vermelho), centros de saide vetermaria (CSV-circulo verde), sem
proximidade com esses locais (SMP- populacdo sem proximidade), regiao
de interseccdo entre os centros de saude humana e veterinaria (circulo preto-
animais ndo coletados).
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Figura 3 Mapa da Cidade de Ituverava- SP, onde sdo destacadas as unidades de saude
humana (CSH-pontos vermelhos), unidades de saude veterinaria (CSV-
pontos verdes) e a distribuicdo dos 65 gatos coletados, por endereco (pontos
azuis).
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Figura 4 Coleta da boca de gato doméstico através da utilizagao de swab estéril

Figura 5 Material utilizado para coleta e manutengdo das amostras até a semeadura.

4.3 Identificacao de Escherichia coli.

De cada meio de cultura enriquecido, 100 pl foram transferidos para agar HiCrome e
incubados por 4 horas, a 37°C, ¢ por mais 18 a 24h, a 44°C. Colonias representativas de E.
coli de acordo com HiCrome agar, que apresentaram cor verde, (Figura 6 A) foram
transferidas para agar MacConkey (Oxoid, Hapshire, UK) e posteriormente incubadas a 37°C
por 24 h. Duas colonias de cada placa com morfologia tipica de E. coli foram selecionadas e
examinadas com testes bioquimicos. (Figura 6 B).

Para os testes bioquimicos confirmatérios foram utilizados tubos contendo o meio de
cuttura RUGAI modificado com lisina (PESSOA; SILVA, 1972) imnclindo os testes
bioquimicos de indol, triptofano, glicose, sacarose, producdo de gas, lisina, motilidade, ureia e
H,S (KONEMAN et al, 1997) (Figura 8). Foi utilizada a técnica de semeadura de picada até o

fundo do tubo associada a técnica de estrias no apice. Apds 18 a 24 horas de incubagdo foram
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feitas as leituras e interpretacdo dos resultados levando em conta a tabela de perfil bioquimico
das enterobactérias (Figuras 9), de forma que: a prova da producdo de indol foi observada no
papel da face mterna da tampa apds a adicdo de uma ou duas gotas do reativo de Kovacs,
sendo que o aparecimento da cor vermelha indica reacdo positiva e o ndo aparecimento,
negativa. A desammacdo do triptofanos (LTD) foi verificada observando-se a cor do apice até
a base da inclnacdo do meio, foi considerado positivo o aparecimento da cor verde garrafa
(para organismos sacarose negativos) ou marrom (para sacarose positivo). A fermentacdo da
sacarose foi observada entre o pico da inclinacdo até¢ a base da mesma, o aparecimento da cor
amarela indica reacdo positiva € o ndo aparecimento, reacdo negativa. A fermentacdo da
glicose foi verificada entre a base da inclinacdo até a fase intermedidria, e considerada
positiva com o aparecimento da cor amarela no meio. A producao de gas foi observada entre a
base da inclinagdo e a fase intermedidria, aparecimento de bolhas ou o arredondamento do
meio indica que a reagdo foi positiva € 0 ndo aparecimento, negativa. A presenga de urease foi
verificada entre a base da inclinacdo até a fase intermediaria, sendo que o aparecimento da cor
azul escura indica reagdo positiva e 0o meio malterado, reacdo negativa. A produgdo de H,S foi
observada entre a base da inclinagdo até¢ a fase intermedidria, considerando o aparecimento da
cor preta reacdo positiva € o ndo aparecimento, reacao negativa. A descarboxilagdo da lisina
foi verificada na fase iferior, com o aparecimento da cor plrpura indicando reacdo positiva e
a cor amarela, reagdo negativa. A motilidade foi observada na face mferior, sendo que
qualquer crescimento além da lnha de picada foi considerado positivo.

Para complementar a identificacdo bioquimica foi realizada a prova do citrato através
da semeadura, por estrias, na superficie de tubo inclmado em meio de cultura Citrato de
Simons (DIFCO). Ap6s a incubagdo do indculo por 24horas, a 37°C, foi observada se houve
alteragdo do meio, sua permanéncia malterada (sem mudanca de cor) ¢ indicativa de que ndo
houve crescimento bacteriano, o que confirma E. coli, pois esta ndo possui a permease do
citrato e, na auséncia desta enzima, a bactéria ndo cresce quando esta ¢ a tUnica fonte de

carbono disponivel no meio. (EDWARDS; EWING, 1972).



Figura 6 (A) Meio agar Hicrome semeado evidenciando as colonias de E. coli (verdes)
(2 direita); (B) Meio MacConkey, onde sdo visualizadas colonias roseas
(lactoses positivas), de E. coli. (a esquerda).

Figura 7 A) In6culo em meio de Rugai modificado. B) Amostras positivas para E. coli
sacarose positiva (a direita) e sacarose negativa (2 esquerda).
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Figura 8 Identificacdo bioquimica de Enterobactérias contendo provas de Indol,
LTD, sacarose, glicose, producdao de gis, urease, H,S, lisina e motilidade.
Fonte: Cecon- Centro de Controle e Produtos para Diagndstico.

4.4 Testes de susceptibilidade antimicrobiana

A susceptibilidade dos isolados de E. coli foi verificada usando o método de difusdo
em disco como recomendado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2007).
Aliquotas de colonias com crescimento de 24 horas foram suspensas em solugdo salina 0,9%
formando uma solugdo com turvagdo de 0,5 de densidade de turvagdo segundo escala de
McFarland (ORDEN et al, 2000). Esta suspensdo foi semeada com o auxilio de swabs
estéreis, em placas contendo agar Mueller-Hinton. Os discos contendo os antimicrobianos
foram colocados de forma equidistante. A disposicdo dos antibidticos betalatdimicos foi feita
segundo o mdicado para a verificacdo de fenotipo de resisténcia ESBL. Dezessete agentes

antimicrobianos (Cefar, S3o Paulo, Brasil) foram incluidos, sendo eles: amicacina (AMI,
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30pg), amoxicilina-acido clavulanico (AMC, 30 pg), ampiciina (AMP, 10 pg), aztreonam
(AZT, 30 pg), cefalotma (CFL, 30 pg), cefepime (CPM, 30 pg), cefoxetna (CFO, 30 pg),
ceftazidima (CAZ, 30 pg), ceftriaxona (CRO, 30 pg), cefazolina (CFZ, 30 pg), ciprofloxacina
(CIP, 5 pg), cotrimoxazol (COT, 25 ng), gentamicina (GEN, 10 pg), acido nalidixico (NAL,
30 pg), nitrofurantoina (NIT, 300 pg), norfloxacina (NOR, 10 pg) e tetraciclna (TET, 30 pg).
Uma cepa referéncia de E. coli ATCC 25922 foi usada para controle de qualidade. Apds 16-
18 h de incubagdo a 37°C, cada isolado foi classificado como sensivel, intermedidrio ou
resistente com base nos didmetros da zona de inibicdo em volta dos discos, de acordo com as
orientacdes do CLSI (2014). Para a analise dos padroes da susceptibilidade antimicrobiana
dentro das amostras de animais individuais, resultados intermediarios foram categorizados

como sensiveis.

4.5 Deteccio do Fenotipo de betalactamases de espectro estendido — ESBL (Extended
Spectrum Betalactamase)

A identificagdo da produgdo de ESBL foi feita por testes de sinergia de duplo disco
usando uma combinagdo de aztreonam (monobactdmico), cefoxetina, cefepime, cefiriaxona e
ceftazidima (cefalosporinas de 3* e 4* geracdes) proximos a amoxicilina-acido clavulanico
(inibidor de betalactamases). Os testes foram efetuados de acordo com o critério estabelecido
pelo CLSI (2007). A formagao de halo de mibigdo dos betalactimicos somente proximo ao
disco contendo amoxicilina-acido clavulanico (halo interno) e auséncia ou diminuicdo do halo
de inibicdo na regido ndo associada a amoxicilina-acido clavulanico (halo externo) ¢ sugestivo
de cepas produtoras de ESBL. Cepas que apresentaram esse comportamento foram testadas
com amoxiciina ndo associada ao 4cido clavulanico. Um aumento > 5 mm do halo de

mibicdo ao redor do disco contendo a associacdo de amoxicilina com acido clavulanico

quando comparada com amoxicilina sem &4cido clavulanico foi considerado positivo para

produgdo de ESBL.

4.6. Extracao de DNA

A extracdo do DNA bacteriano foi realizada em 191 cepas de E. coli e, procedu-se da
seguinte maneira: em um tubo de ensaio contendo 1 ml de meio de cultura Luria Broth
(DIFCO) a E.coli isolada foi incubada a 37°C, sob agitagdo, por 12 horas. Depois transferida
para um tubo eppendorf e submetida a 14.000 rpm em centrifuga Eppendorf, modelo 5415C,
da Brinkmann Instruments. Inc. O sobrenadante foi descartado e as células precipitadas

ressuspensas em 500 pl de agua Millique estéril e agitadas em vortex por 30 segundos. O
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processo de lavagem foi repetido 1 vez com 250 pl de agua Millique e, em seguida o tubo
eppendorf foi colocado por 10 minutos em 4gua fervente para lise da parede celular. Outra
centrifigacdo a 14000 rpm foi efetuada durante 30 segundos, sendo entdo retirados 150 ul do
sobrenadante. Este foi transferido para outro eppendorf e estocado como molde de DNA
(DNA Template), sendo entdo conservado a -20°C até o momento do uso. (KESKIMAKI et
al, 2001).

4.7 Determinacio do grupo filogenético

A andlise filogenética dos isolados de E. coli foi feita através da identificacdo dos
genes chuA, yjaA e TspEAC2 com os oligonucleotideos iniciadores e seguindo a darvore
dicotomica, segundo proposto por Clermont et al, 2000. A classificacdo dos grupos
filogenéticos foi baseada na combinagdo de chud, yjad e TSPE4.C2: A (chud , TspE4.C2 ,
yjad™™"), Bl (chud2™, TspE4.C2", yjad2"), B2 (chud®, TspE4.C2™", yjad™) e D (chud",
TspE4.C2™*, yjad™) como mostra a Figura 9.
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Figura 9 Arvore dicotdmica para determinar o grupo filogenético de cepas de E. coli,
utilizando os resultados da PCR dos genes chuaA, yjad e TSE4A.C2.

4.8 Consumo de antimicrobianos na saiude humana, no Municipio de Ituverava, em 2014

As unidades de assisténcia a Saude Publica Humana de Ituverava disponibilizaram
mnformacdo sobre as quantidades totais de antimicrobianos (por agente antimicrobiano)

utilizados em um periodo de 12 meses (2014), que foram usados para comparar com as
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frequéncias de resisténcia antimicrobiana exibidas pelos isolados de E. coli do presente

trabalho.

4.9 Analise estatistica

Foram utilizadas as técnicas hierarquicas e¢ ndo hierdrquica (K-means) de estatistica
multivariada visando classificar os grupos para obter a maxima homogeneidade dentro dos
mesmos € a maxima heterogeneidade entre eles, em termos das caracteristicas (variaveis)
analisadas. Para o método hierarquico foi utilizada a “medida de dissimilaridade euclidiana”
como coeficiente de semelhanca e, para identificar a similaridade entre os grupos foi utilizado
o método de Ward. Todas as andlises estatisticas foram efetuadas no programa STATISTICA
versao 7.0 (Statsoft 2004).
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5. RESULTADOS

Foram coletadas 325 amostras de 65 gatos, das quais foram obtidas 231 cepas de E.
coli. A populagao estudada foi constituida por 37 f€meas (57%) e 28 machos (43%), com as
seguintes distribuicdes por faixa etaria: gatos entre 5 e 11 meses de idade (17; 26%), entre 1 a
6 anos de idade (35; 54%) e acima de 7 anos (13; 20%). (Figuras 10 e 11). A amostra foi
constituida, na maioria (41/65; 63%), por gatos que conviviam, na mesma residéncia, com
outros gatos e espécies, sendo o cdo a espécie mais frequente nessa associagcdo. Foi verificado
ainda que 11 gatos eram mantidos apenas com outros gatos (17%), 9 apenas com caes (14%),

enquanto quatro animais viviam como unicos pets da residéncia. (Figura 12)

W Machos

M Fémeas

Figura 10 Distribuicdo dos sexos dos gatos coletados em Ituverava-SP, 2014.

B 5all meses
B 1a6anos

Acima de 7 anos

Figura 11 Distribuicdo, segundo a faixa etaria, dos gatos coletados em Ituverava-SP,
2014.



49

W Outros Gatos
B Gatos + outras espécies
W Somente com cdes

Sem outros animais

Figura 12 Distribuicdo dos gatos coletados quanto a convivéncia com outros gatos
e/ou outras espécies, em Ituverava-SP, 2014.

Com relagdo ao acesso a rua, foi obtida informacdo junto ao tutor do gato, tendo sido
encontrado que 30 gatos (46,1%) apresentavam acesso irrestrito a rua, enquanto 20 (30,8%),
acesso esporadico (acesso com frequéncia menor ou igual a uma vez ao dia, por curtos
periodos) e, 15 animais (23%) eram restritos a residéncia.

Em geral, foram obtidos seis isolados por gato, sendo trés provenientes de swab retal e
um de cada outro sitio corporal (boca, abdomen ou dorso e vagina ou prepucio). As cepas
provenientes do reto representaram 68,8% dos isolados, contribuindo com um total de 159
cepas. Em seguida, as cepas oriundas da genitdlia externa (vagina ou prepucio) contribuiram
com 16% dos isolados, tendo sido obtidas 37 cepas. As cepas provenientes da boca e as do
abdomen ou dorso, apresentaram valores percentuais proximos, sendo respectivamente 7,8%

(18 cepas) e 7,3% (17 cepas). (Figura 13).
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M Reto
B Vagina/Prepucio
| Abdomén/dorso

Boca

Figura 13 Distribuicdo das frequéncias de isolados de E. coli por sitio corporal dos
gatos pesquisados, em Ituverava-SP, 2014

A distribuicdo das amostras baseada na regido geografica da residéncia dos
proprietarios mostrou como proximos a hospitais e centros de saide humana (CSH) uma
populacdo formada por 23 gatos, dos quais foram obtidos 87 isolados. A populagdo localizada
perto de pet shops e clinicas veterinarias (CSV) foi formada por 17 gatos que contribuiram
com 59 isolados e, a populagdo de gatos cujas residéncias ndo apresentavam proximidade com
esses locais (SMP) foi composta por 25 animais dos quais foram obtidos 85 isolados. (Figura
14).
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Figura 14 Sumariza o nimero de gatos e isolados de E. coli nas populacdes CSH (23
gatos, 87 isolados), CSV (17 gatos, 59 isolados) e SMP (25 gatos 85
isolados) em Ituverava-SP, 2014. Os circulos mostram a area definida (raio
300m) como proximidade a centros de saide humana (em vermelho) e
proximidade a centros de satde veterinaria (em verde). Fonte: Google
Mapas (com modificacdes).

Susceptibilidade a todos os antimicrobianos testados foi observada em 38,6% dos
isolados de E. coli (89/231). As cepas originadas da populagdo SMP apresentaram percentual
de susceptibilidade (35/85; 41,1%) maior que as populagdes CSH (32/87; 36,8%) e CSV
(22/59; 37,3%).

Em relacdo ao sitio corporal pesquisado, a maioria das cepas susceptiveis foram
provenientes do reto, independentemente de qual populacao de gatos pertenciam. Entretanto,
para a populagdo SMP observaram-se as maiores frequéncias de susceptibilidade (33,0%).

(Tabela 1).
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Tabela 1 Distribuigdo dos isolados pan-susceptiveis de E. coli (n=89) em relacao
aos sitios corporais dos gatos pesquisados, segundo populacdo de origem,
em Ituverava-SP, 2014.

Sitios corporais dos gatos
Isolados (%)

Origem*

Reto Abdomen/dorso Boca Vagina/prepucio Total
51227) 19 (21,8) 1(1,1) 5 (6.0) 7 (80) 32 (36.8)
ff,igs») 14 (23,7) 1 (1,6) 2(33) 5(8,5) 2 (372)
(Slll‘gs) 28 (33.0) 1(12) 2(23) 4(5,0) 35 (412)

* Populagdo de gatos proxima aos centros de saude humana (CSH); proxima a centros de
saude veterinaria (CSV) e sem proximidade com esses locais (SMP).

Foi verificada resisténcia a todos os antimicrobianos testados, com exce¢ao de
amoxicilina-acido clavulanico e norfloxacina, para os quais as 231 cepas foram susceptiveis.

Ampicilina foi o antimicrobiano que apresentou a maior frequéncia de resisténcia em
cada uma das populacdes estudadas (43,3%), ocorrendo em 100, das 231 cepas. Altas
frequéncias foram observadas para cefazolina 39,9% (92/231), cefalotma 33.8% (78/231),
tetraciclina 31,6% (73/231) e cotrimoxazol 19,5% (45/231), enquanto para os outros
antibidticos testados as resisténcias foram menores que 13%. (Tabela 2).

Observou-se grande diferenga entre os isolados de E. coli para resisténcia a ampicilina,
cefazolna e cefalotma quando comparadas a area de origem CSH (56,3%, 51,7 %, 46,0%
respectivamente) com a area de origem SMP (28,2%, 38,8%, 28,2%, respectivamente).
Também foram notadas diferencas nas frequéncias de resisténcia entre os isolados de CSV
para cotrimoxazol (32,2%) quando comparados com CSH ou SMP (21,8%, 8,23%,
respectivamente). (Tabela 2)
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Tabela 2 Percentuais de resisténcia antimicrobiana em cepas de E. coli isoladas de
gatos, segundo suas populagdes de origem, em Ituverava-SP, 2014.

Proximidade

Isolados (%)

Agente*  Centro de Satde  Centro de Sem
antimicrobiano Humana Satde animal ~ Proximidade
(1=87) (0=59) (1=85)
AMC 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
AMI 0 (0.0) 0 (0.0) 3 (3,52)
AMP 49 (56.3) 27 (45.7) 24 (28.2)
ATM 3(3.4) 1(1.6) 11 (12.9)
CAZ 3 (3.4) 0 (0.0) 6 (7.0)
CIP 1(1.1) 0 (0,0) 0 (0.0)
CFL 40 (46,0) 14 (23.7) 24 (28.2)
CFO 9.(10,3) 5(8.5) 3(3,52)
CFZ 45 (51,7) 14 (23.7) 33 (38.8)
CPM 2(22) 1(1.6) 2(2.3)
CRO 3(3.4) 2(3.3) 5(5.8)
SUT 19 (21,8) 19 (32.2) 7 (8,23)
GEN 0 (0.0) 1(1.6) 4(4.7)
NAL 14 (16.0) 4(6.7) 5(5.8)
NIT 9.(10.3) 3 (5.0) 6 (7.0)
NOR 0 (0.0) 0 (0.0) 0 (0.0)
TET 27 (31.0) 22 (37.2) 24 (28.2)

* amoxicilina-acido clavulanico (AMC), amicacina (AMI), ampiciina (AMP), aztreonam
(ATM), ceftazidima (CAZ), ciprofloxacina (CIP), cefalotma (CFL), cefoxitina (CFO),
cefazolna (CFZ) cefepime (CPM), ceftriaxona (CRO), cotrimoxazol (SUT), gentamicina
(GEN), acido nalidixico (NAL), nitrofurantona (NIT), norfloxacma (NOR), tetraciclina
(TET).
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A distribuicdo das frequéncias de resisténcias entre as populagdes, verificada através
de andlise estatistica multivariada, permitin observar a formagdo de seis categorias de
respostas. (Figura 15). Essas categorias, formadas em funcdo das semelhangas nas respostas
de resisténcia, formaram quatro agrupamentos de antimicrobianos: 1) cefazolina-cefalotina-
tetraciclina-ampicilina; 2)  nitrofurantoina-acido nalidixico- cefoxetina; 3) cefiriaxona-
ceftazidima-gentamicina-cefepime-amicacina e 4) ciprofloxacina-norfloxacina-amicacina. As
categorias 5 e 6 foram representadas pelos antimicrobianos cotrimoxazol e aztreonam, que

apresentaram comportamentos UNicos.
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Figura 15 Analise de agrupamento hierdrquico evidenciando a formacio de grupos de
antimicrobianos quanto a similaridade de suas frequéncias de resisténcia entre
os isolados de E. coli de gatos domésticos, em Ituverava-SP, 2014.

Os padrdoes de comportamento dessas categorias variaram em fungdo da populacio
estudada. Sendo que, nitrofurantoina-acido-nalidixico-cefoxetina estiveram mais relacionados
a populacdo CSH; gentamicina-ceftriaxona-cefepime-amicacina estiveram mais relacionados
a populagdo SMP; ciprofloxacina-norfloxacina-amoxicilina-acido clavulanico apresentaram
comportamento semelhante para as populacdes CSH e CSV, sendo pouco relacionados a
populacdo SMP; enquanto resisténcias a cefazolina-cefalotina-tetraciclina-ampicilina foram
mais relacionados as populagdes CSH e menos a populagdo CSV, enquanto cotrimoxazol

apareceu mais relacionado a essa populacdo e aztreonam, mais relacionado a populagdo SMP,

(Figura 16).
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Figura 16 Analise de agrupamento Iﬁ&imng[@o (K-means) evidenciando as
respostas de resisténcias dos grupos de antimicrobianos para os isolados
de E. coli dos gatos domésticos, em fungdo da populagdo de origem
(CSH-Centro de Saude Humana; CSV-Centro de Satde Animal ¢ SMP-
Sem Proximidade com esses locais), em Ituverava-SP, 2014.

A Tabela 3 mostra as frequéncias de resisténcias dos isolados de E. coli em relacdo aos
sitios corporais. Maiores resisténcias foram observadas para ampiciina em todos os sitios
corporais pesquisados, sendo que as cepas da genitdlia externa e do reto apresentaram as
maiores frequéncias, 51,3% e 44,6% respectivamente. As maiores frequéncias de resisténcia a
tetraciclina foram observadas para as cepas da genitalia externa. A Figura 17 representa a

prevaléncia da resisténcia, a cada antimicrobiano testado em relagdao ao sitio corporal



60

50

40

3

o

2

o

1

o

o

*

<
K

||
N N O (®) & KN A
V®v®§ Oé‘é‘é‘d& &S &S«

HReto (n=159) W Abdbémen/Dorso (n=17) M Boca (n=18) Vagina/prepucio (n=37)

Figura 17 Representacédo da prevaléncia da resisténcia de cada antimicrobiano testado em

relagdo aos sitios corporais de gatos, em Ituverava —SP, 2014. * amoxicilina-acido
clavulanico (AMC), amicacina (AMI), ampicilina (AMP), aztreonam (ATM),
ceftazidima (CAZ), ciprofloxacina (CIP), cefalotina (CFL), cefoxitina (CFO),
cefazolina (CFZ) cefepime (CPM), ceftriaxona (CRO), cotrimoxazol (SUT),
gentamicina (GEN), 4cido nalidixico (NAL), nitrofurantoina (NIT), norfloxacina
(NOR), tetraciclina (TET).
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Tabela 3 Percentuais de resisténcias de E. coli isoladas de diferentes sitios corporais
de gatos, em Ituverava-SP, 2014.

Agentes Sitios Corporais
Antimicrobianos* Percentuais %

Reto Abdomen/Dorso  Boca Vagina/prepucio

(n=159) (n=17) (n=18) (n=37)
AMC 0,0 0,0 0,0 0,0
AMI 1,9 0,0 0,0 0,0
AMP 44,6 29,4 27,8 51,3
ATM 5,6 17,6 55 5,4
CAZ 5,0 5,9 0,0 0,0
CIP 0,6 0,0 0,0 0,0
CFL 34,5 41,17 27,8 29,7
CFO 6,9 11,7 11,1 5,4
CFz 38,9 35,5 33,3 43,24
CcCOM 1,25 11,7 5,55 0,0
CRO 3,7 17,6 55 0,0
GEN 3,1 0,0 0,0 0,0
NAL 10,7 11,76 0,0 2,7
NIT 8,1 17,6 11,1 0,0
NOR 0,0 0,0 0,0 0,0
SUT 19,4 11,7 16,6 18,9
TET 30,1 29,4 22,2 37,8

* amoxicilina-acido clavulanico (AMC), amicacina (AMI), ampicilina
(AMP), aztreonam (ATM), ceftazidima (CAZ), ciprofloxacina (CIP),
cefalotna (CFL), cefoxitina (CFO), cefazolna (CFZ) cefepime (CPM),
cefiriaxona  (CRO), cotrimoxazol (SUT), gentamicma (GEN), acido
nalidixico (NAL), nitrofurantoina (NIT), norfloxacina (NOR), tetraciclina
(TET).
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Entre os isolados de E. coli resistentes foram observados 61 padrdes de fendtipos, cuja
distribuicdo pode ser vista na Tabela 4. Resisténcia as multiplas drogas (MDR) foi
considerada a resisténcia para duas ou mais classes de drogas, sendo encontrados 102 isolados
com esse fendtipo (102/231, 44,1%). Os fenotipos MDR mais comuns foram: AMP-TET-
CFZ-CFL (11 isolados), AMP-SUT-TET-CFZ-CFL (7 isolados) ¢ AMP-SUT-TET-CFZ (5
isolados). A distribuicdo de resisténcia MDR entre as diferentes populacdes de gatos ¢
mostrada na Tabela 5, com a maioria desses encontrados na populacdo de gatos CSH (45/87;
51,7%), em seguida na populacdo CSV (26/59; 44,0%), enquanto a populagio SMP
contribuiu com o menor percentual de cepas MDR (31/85; 36,4%).

Tabela 4 Distribuicdo do perfil de resisténcia antimicrobiana de cepas de E. coli
isoladas de diversos sitios corporais de gatos, segundo sua populagdo de
origem, em Ituverava-SP, 2014.

Proximidade*

Fenotipos de CSH CSv SMP
Resisténcia Antimicrobiana (m=87) (0=59) (n=85)

AMP*

ATM

CFZ

CFL

CRO

NAL

TET

AMP-CFL
AMP-CFZ
AMP-SUT
AMP-TET
CFZ-CFL
NAL-ATM
NAL-NIT
NIT-CFL
NIT-CFZ
SUT-TET
AMP-CFZ-CFL
SUT-TET-CFZ
NIT-AMP-CFZ
NIT-CFZ-CFL
AMP-SUT-TET
AMP-TET-CFZ
CFZ-CFL-CPM
CIP-NIT-CAZ
TET-CFZ-ATM
AMP-TET-CFL
NIT-AMP-CFZ
NAL-ATM-CAZ
AMP-CFZ-CFL-CFO
AMP-TET-CFL-CFO
AMP-GEN-SUT-TET
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AMP-SUT-CFZ-CFL

AMP-SUT-TET-CFZ

AMP-TET-CFZ-CFL

NAL-AMP-CFZ-CFL

NAL-AMP-SUT-TET

NIT-AMP-CFZ-CFL

NIT-TET-CFZ-CFL

NIT-CFZ-CFL-CRO

AMP-SUT-TET-CFZ-CFL

AMP-CFZ-CFL-CRO-CAZ

AMP-CFZ-CFL-CFO-CPM

AMP-SUT-CFZ-CFL-CFO

AMP-TET-CFZ-CFL-ATM

NAL-AMP-CFZ-CFL-CFO

NAL-CFZ-ATM-CFO-CAZ

NIT-AMP-CFZ-CFL-CRO

TET-CFZ-CFL-ATM-CAZ
AMP-SUT-TET-CFZ-CFL-CAZ
AMP-SUT-TET-CFZ-CFL-CRO
AMP-SUT-TET-CFZ-CFL-CFO
AMP-TET-CFZ-CFL-CFO-CPM
NAL-AMP-SUT-TET-CFZ-CFL
AMP-CFZ-CFL-ATM-CFO-CPM-CAZ
NAL-AMP-SUT-TET-CFZ-CFL-CFO
NAL-NIT-AMP-SUT-TET-CFZ-CFL-CFO
NIT-AMP-GEN-AMI-TET-CFZ-CFL-CRO
NAL-NIT-AMP-GEN-AMI-SUT-TET-CFZ-CFL-ATM
NAL-NIT-AMP-GEN-AMI-SUT-TET-CFZ-CFL-ATM
NAL-NIT-AMP-GEN-SUT-TET-CFZ-CFL-ATM-CRO-CAZ

SO OO L OPRANOHRL P, OO0 —RLOO0OOODUNNDNODOONI—~DN
——— e, OO R, OO0 R OO0 RO, OWOONN,R OO, OO R ~O
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*Populagdo de gatos proxima aos centros de saude humana (CSH); proxima a centros de
saude veterinaria (CSV) e sem proximidade com esses locais (SMP). * amoxicilina-acido
clavulanico (AMC), amicacina (AMI), ampiciina (AMP), aztreonam (ATM), ceftazidima
(CAZ), ciprofloxacina (CIP), cefalotma (CFL), cefoxitina (CFO), cefazolina (CFZ) cefepime
(CPM), ceftriaxona (CRO), cotrimoxazol (SUT), gentamicina (GEN), &acido nalidixico
(NAL), nitrofurantoina (NIT), norfloxacina (NOR), tetraciclina (TET).

Tabela 5 - Distribuigdes de resisténcias as multiplas drogas (MDR) entre as cepas de E. coli
isoladas de gatos, em Ituverava-SP, 2014, segundo as populacdes de origem.

Populagdo de origem* Agentes antimicrobianos isolados (%)

2 Classes 3 Classes 4 Classes >4 Classes Total

CSH (n=87) 30 (34,5)  9(10,3)  2(2,3) 4(4,6) 450517

CSV (n=59) 9(152) 13(22)  4(6,) 0(0,0) 26 (44,0

SMP (n=85) 21024,7)  6(7,0) 1(1,2) 33,5 31364
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Foi realizada analise filogenética em 191, dos 231 isolados de E. coli deste estudo. A
Figura 19 mostra a visualizagdo, em gel de agarose, da reagdo de amplificagdo dos produtos
de DNA, por Triplex PCR, de algumas cepas, para a deteccdo dos genes chuA, yjaA e
TspEAC2.

5-3 162 191 31-1 332 183 63

-2 33-1 29-1 333 &2 143 622 182

C+ 562 223 102 11-1 123 11 351 53 61 7-1

Figura 18 Eletroforese em gel de agarose de produtos de DNA amplificados atraves da reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) Triplex Canaletas 1; 21; 41: marcador de peso molecular
(100 pb), canaleta 2; 22; 42: C+ =controle positivo genes chuA (279 pb), yjaA (211 pb) e
TspEAC2 (152 pb), canaleta 3: C- = controle negativo, canaletas 4, 5, 7, 8, 17, 18, 32, 33,
36, 54, 57. grupo D; canaletas 9, 11, 13, 14, 14, 16, 19, 20, 23, 26, 28, 29, 30, 31, 34, 39,
40, 43, 46, 51, 52, 53, 56: grupo B2; canaleta 49: grupo Bl; canaletas 6, 10, 12, 24, 25, 27,
35, 37, 38, 44, 45, 47, 48, 50, 55: grupo A.
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A Tabela 6 mostra a distribuicdo dos filogrupos, com suas respectivas resisténcias,

entre os isolados analisados. Também € possivel observar o niimero de cepas por populagdo

de origem, para cada um dos grupos encontrados. A Figura 19 representa as cepas

susceptiveis e resistentes dentro de cada um dos grupos filogenéticos.

Tabela 6 Distribuicdo dos grupos filogenéticos, mostrando os nimeros absolutos e
os percentuais de resisténcia de isolados de E. coli dentro de cada grupo e

populagao de gatos, em Ituverava, 2014.

Grupos Filogenéticos (n cepas =191)

Percentual de isolados (%)

A (n=95; 49,7) B; (n=8; 4,2) By (n=69; 36,1) D (n=19; 9,9)
Susceptiveis 38 (40,0) 5(62,5) 34 (49,3) 5(26,3)
Resistentes 57 (60,0) 3(37.,5) 35 (50,7) 14 (73,7)
CSH 42 (44,2) 1(12,5) 25 (36,2) 10 (53,6)
CSv 22 (23,1) 5(62,5) 23 (33,3) 2 (10,52)
SMP 31(32,6) 2(25,0) 21(30,4) 7 (36,8)

* Populagdo de gatos proxima aos centros de satde humana (CSH); proxima a centros de
satde veterinaria (CSV) e sem proximidade com esses locais (SMP).



62

60

50

40

B Susceptiveis
30 B Resistentes

20

10

0

A B, B, D

Figura 19 Representacdo das cepas (n=191) susceptiveis e resistentes de E. coli em
cada um dos filogrupos (A, Bj, B, e D), nos gatos pesquisados em
Ituverava-SP, 2014.

No grupo filogenético A foram observadas 95 cepas, sendo 42 cepas provenientes da
populacio CSH, 22 da CSV e, 31 da SMP. A resisténcia antimicrobiana neste grupo
filogenético foi de 60% (57/95) e mostrou pouca variagdo entre as diversas populacdes de
origem, sendo encontrada em 64,3% cepas CSH (27/42), 59% cepas CSV (13/22) e, em
48,3% cepas SMP (15/31). Entretanto, pode ser notado um menor percentual de resisténcia
para a populacdo SMP. Quanto a origem por sitio corporal, as cepas retais apresentaram as
maiores resisténcias 68,5% (37/54), assim como as da genitdlia externa 66,7% (12/18),
enquanto as oriundas do abdomen/dorso 53,8% (7/13) e as da boca 40% (4/10) apresentaram
frequéncias um pouco menores. Dentro do grupo filogenético A houve maior semelhanca
entre cepas retais e da genitalia externa.

O grupo filogenético B;, observado em apenas 8 isolados de E. coli, apresentou a
segunte distribuicdo por populagdo: uma cepa de origem CSH, 5 de CSV e 2 SMP. Destas
cepas, 7 foram oriundas do reto e uma da genitdlia externa. A resisténcia antimicrobiana
ocorreu em 3 cepas (37,5%), sendo todas isoladas do reto, uma em cada populagcdo de origem.

Foram observadas 69 cepas do filogrupo B, com as seguintes distribuicdes por
populacdo: 25 CSH, 23 CSV e 21 SMP. Foi observada resisténcia antimicrobiana em 50% das
cepas. Na populagdo CSH a resisténcia foi de 32% (8/25), na populagio CSV, de 69,5%
(16/23) e na populacdo SMP foi de 47,6% (10/21). Em relagdo ao sitio corporal, resisténcia
foi notada em 51,1% das cepas B, provenientes do reto, 58,8% (10/17) das cepas da genitalia,
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50% das da boca (1/2) e, ndo foram isoladas cepas B, do abdomen/dorso, em nenhuma das
populacdes.

O grupo filogenético D foi observado em 19 isolados (9,9%), que foram distribuidos
da seguinte maneira: 10, na populacio CSH; 2, na CSV e, 7 na SMP. Resisténcia
antimicrobiana ocorreu em 68,4% das cepas D (13/19), sendo que a populacio CSH
apresentou 70% de resisténcia, seguida pela populagdo CSV e SMP (50,0 e 43,0%,
respectivamente). Todas as cepas do grupo D foram orundas do reto, ndo sendo observadas
cepas D em outros sitios corporais, entre 0s gatos pesquisados.

Resumidamente, as frequéncias de resisténcias, exibidas em ordem decrescente foram:
D (13/19; 68,4%), A (57/95; 60%), B (35/69; 50,7%) e B (3/8; 37,5%).

Dentro dos grupos filogenéticos A e D, maiores prevaléncias de resisténcia foram
exibidas pela populagdo CSH, em seguida CSV e, SMP. Entretanto, para o grupo B,, as
populagdes CSV e SMP apresentaram maiores frequéncias de resisténcia em relagdo a CSH.
As cepas CSH do grupo filogenético B; foram 100% resistentes. Enquanto as cepas desse
grupo oriundas de SMP e as de CSV apresentaram menores resisténcias.

A distribuicdo da andlise de grupos filogenéticos entre as 191 cepas de E. coli revelou
que foram testadas 129 cepas provenientes do reto, 13 do abdomen/dorso, 13 da boca e 36 da
vagmna/prepucio. Entre os isolados do reto, foram observados os quatro grupos filogenéticos
pesquisados, sendo o grupo A mais prevalente seguidos pelos grupos B, e D. O grupo By
ocorreu em menor numero: 6 (4,7%). As cepas orundas do abdomen/dorso foram
exclusivamente do grupo A. Enquanto, as provenientes da boca se distribuiram somente entre
os grupos A e B,. Cepas do grupo D ndo ocorreram entre os isolados da vagmna/prepucio, que
exibiram maiores prevaléncias para o grupo B,, seguido pelo grupo A, e o grupo Bl
apresentou uma baixa prevaléncia. Com relagdo a resisténcia, pdde-se observar que as cepas
do grupo A oriundas do reto, apresentaram maior prevaléncia. A Tabela 7 demonstra, além da
distribuicdo dos grupos filogenéticos entre os diversos sitios corporais, as frequéncias de
resisténcia de cada grupo, por sitio corporal. Assim, as cepas do grupo A oriundas do reto,
apresentaram a maior frequéncia de resisténcia antimicrobiana. Para o grupo A as frequéncias
de resisténcia da boca e vagmna/prepucio foram iguais, enquanto para o grupo B, foi observada

maior similaridade de prevaléncia de resisténcia entre as cepas do reto e da vagma/prepucio.
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Tabela 7 — Distribuicdo dos grupos filogenéticos (A, Bl, B, e D) das cepas de E. coli em
relacdo aos diversos sitios corporais e frequéncias de resisténcia de cada grupo em cada sitio
corporal de gatos, em Ituverava-SP, 2014.

Sitio corporal

Numero de Isolados
Grupo Filogenético
Isolados resistentes (%)

(n=191)
Reto Abdomen/Dorso Boca Vagina/Prepucio
(n=129) (n=13) (n=13) (n= 36)
54 13 10 18
A (n=95)
(37/54; 68,5) (7/13; 58) (4/10; 40) (12/18; 66,7)
7 0 0 1
B (1’1=8)
(3/7; 37,5) (0/0; 0) (0/0; 0) (1/0; 0)
49 0 3 17
B, (n=69)
(25/49; 51,1 (0/0; 0) (1/3; 33,3) (10/17; 58,8)
19 0 0 0
D (n=19)
(14/19; 73,7) (0/0; 0) (0/0; 0) (0/0; 0)

O consumo de antbioticos pelas unidades de Saude Publica Humana, em Ituverava-
SP, durante um periodo de 12 meses (2014), estd demonstrado na Figura 20, onde se observa
que os antimicrobianos betalactdmicos (amoxicilina-clavulanato de potassio, amoxicilina,
ampicilina-sulbactam, ampicilina, cefaclor, cefalexinas, cefalotina, cefazolina e ceftriaxona
dissodica) apresentaram um alto padrao de consumo, em relagdo as demais classes de
antimicrobianos.

A Tabela 8 discrimina os agentes antimicrobianos e respectivas quantidades (em mg)
usados na Saude Publica Humana de Ituverava (um hospital publico e seis postos de saude da

familia), no ano de 2014.
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Figura 20 Representa os agentes antimicrobianos consumidos nos Postos de Saude e

Hospital Ptblico (Santa Casa de Misericordia de Ituverava) em um periodo
de 12 meses (2014).
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Tabela 8 Consumo de agentes antimicrobianos (mg) em um periodo de 12 meses
(2014) nas unidades de Saude Publica Humana, em Ituverava-SP.

ANTIMICROBIANO

AMICACINA

AMOXICILINA + CLAVULANATO DE POTASSIO

AMOXICILINA + SUBACTAM
AMOXICILINA
AMPICILINA + SUBACTAN
AMPICILINA
AZITROMICINA DIHIDRATADA
CEFACLOR

CEFALEXINA

CEFALOTINA

CEFAZOLINA

CEFEPIMA

CEFTRIAXONA DISSODICA
CIPROFLOXACINO
CLARITROMICINA
CLINDAMICINA
ERTAPENEM SODICO
GENTAMICINA

IMIPENEM CILASTINA
ITRACONAZOL
LEVOFLOXACINO
LINEZOLIDA

MEROPENEM
NITROFURANTOINA
NORFLOXACINO
OFLOXACINO

OXACILINA SODICA
PENICILINA BENZATINA
PIPERACILINA SODICA + TAZOBACTAN
SULFATO DE POLIMIXINA
RIFAMICINA
SULFADIAZINA
SULFAMETAZOL + TRIMETROPINA
TEICOPLAMINA
VANCOMICINA

SANTA

CASA (mg)

101500
650500
0

74000
630000
624000
28900
26000
131500
486000
5810000
1642000
5012000
686000
157500
1354800
27000
49540
542500
1700
184500
6600
74000
6500
22400
4,5
2039500
1377800000
8041500
19000
60

5000
231760
2000
669500

POSTOS
DE
SAUDE

(mg)
0
4632152
0
319652500
0
0
349500
1056000
43641000
0
0
0
827500
2347560
42000

S OO OO O o oo

4317600
906

0
1112000000
0

0

0

0
16684800
0

0

TOTAL

(mg)
101500
5282652
0
319726500
630000
624000
378400
1082000
43772500
486000
5810000
1642000
5839500
3033560
199500
1354800
27000
49540
542500
1700
184500
6600
74000
6500
4340000
910,5
2039500
249E+09
8041500
19000
60
5000
16916560
2000
669500
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6. DISCUSSAO

A crescente percepcao de animais de estimagdo como verdadeiros membros da familia
veio acompanhada de importantes mudancas nas sociedades humanas. Nas décadas recentes,
escassez de tempo e espaco levaram ao aumento da popularidade dos gatos como animais de
companhia, uma vez que estes se enquadram melhor & nova realidade urbana. No Brasil,
embora a populagio de cdes ainda seja maior, a populacio de gatos tem apresentado
crescimento anual maior. (LANCENDORFER et al, 2008; BRANDES, 2009; ABINPET,
2013).

Atualmente, observa-se um aumento no uso de agentes antimicrobianos, tanto na
saide humana como animal (BALL et al, 2008; BLACK et al., 2009), o que pode provocar
alteragdes, ndo apenas nas microbiotas das espécies alvos, mas também na ecologia
microbiana ambiental. Dessa forma, o conhecimento do papel epidemiologico dos gatos na
disseminagcdo de micro-organismos resistentes de suas microbiotas € importante, pois exibem
caracteristicas comportamentais que incluem constantes interagdes com o ambiente externo de
suas residéncias. Isto ¢ particularmente preocupante ao se considerar a estreita convivéncia
com os humanos, observada atualmente (GUARDABASSI et al, 2004, KRAUSE, 2005;
DANTAS, 2010).

No presente trabalho, a possibilidade de interagdo dos gatos pesquisados com os
arredores de suas residéncias foi verificada. Embora, todos os gatos pesquisados (n= 65)
fossem domiciliados, muitos deles foram classificados como semi-restritos, por manterem o
habito caracteristico da espécie de perambular pelas redondezas. Entre a populagdo estudada,
30 gatos (46,1%) apresentavam acesso irrestrito a rua, enquanto 20 (30,8%), acesso
esporadico (acesso com frequéncia menor que uma vez ao dia, e por curtos periodos) e,
apenas 15 desses animais (23%) eram restritos a residéncia. Lages (2009) relatou livre acesso
a rua, em 55% dos gatos pesquisados, em Jaboticabal. Esses dados sdo coerentes com varios
estudos etologicos sobre os gatos que revelam o comportamento caracteristico da espécie de,
embora domiciliados, terem acesso a rua. Além disso, exibem héabito predatorio oportunista, o
que significa que mesmo quando alimentados por seus tutores, praticam a caga
(BUFFINGTON et al, 2006; DANTAS, 2010). Estudos verificaram a atividade de caga
praticada, com grande frequéncia, por gatos domgsticos imediatamente apoOs terem ingerido
uma refeicdo completa, inclindo carne. Esse comportamento implica em riscos a saude
publica, pois em suas atividades naturais de caca, os gatos geralmente tém acesso ao lixo e

outros residuos de atividade humana, podendo veicular zoonoses (TENNENT e DOWNS,
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2008; GERHOLD e JESSUP, 2013). A alta sensibiidade em relagio ao ambiente ¢
reconhecida como um dos principais motivos que levam os gatos & necessidade de explorar os
ambientes ao redor de suas residéncias (CANNON, 1929 apud BUFFINGTON et al., 2006).
Pois, o ambiente interno das residéncias pode ser desinteressante € mondtono para esta
espécie, o que pode resultar em estresse e varias doengas, além de distirbios de
comportamento (CARLSTEAD et al, 1992; CARLSTEAD et al, 1993; WINDMAN et al,
1992; KOOLHAS et al, 1999; CARLSTEAD ¢ SHEPHERDSON, 2000; BUFFINGTON,
2002).

Os resultados do presente estudo quanto a convivéncia dos gatos com outros gatos
e/ou espécies refletem a percepcdo dos tutores das caracteristicas gregarias desses animais,
pois, entre os animais pesquisados, a maioria (41 gatos; 63%) coabitava com outros gatos e
espécies, sendo a espécie mais prevalente o cdo e, somente quatro animais eram os Unicos pets
da residéncia. Esses resultados estdo de acordo com estudos sobre as caracteristicas de posse
de gatos, pois, em geral, os tutores desses animais abrigam mais de um gato em sua residéncia
(CARLSTEAD et al, 1993; CENTOZE; LEVY, 2002; CROWELL-DAVIS et al, 2004;
DIAS et al, 2004). Além disso, estudos mostram que grande parte dos tutores de gatos tem o
habito de alimentar gatos de rua, ou gatos ferais (LEVY; CRAWFORD, 2004). Esses formam
colonias compostas por cerca de 4 a 12 gatos que se estabelecem ao redor da residéncia de
quem os alimenta (CENTOZE; LEVY, 2002). A convivéncia de varios animais no mesmo
ambiente favorece o compartilhamento de micro-organismos de suas microbiotas e a
transferéncia horizontal de genes entre esses. (GUARDABASSI et al, 2004; BRYAN et al,
2004; JOHNSON et a., 2008, 2009). Assim, o acesso a rua, por grande parte dos gatos nesse
estudo, implica na possibilidade de trazerem micro-organismos dos ambientes onde exploram
e compartilha-los, além de seus tutores, com os outros animais da residéncia, mesmo que
esses nao tenham livre acesso a rua. (GERHOLD; JESSUP, 2012).

Em contraste com a atual percep¢ao da sociedade sobre a grande importancia da
relagdo entre humanos e animais de estimacdo, verificada pelo constante aumento do nimero
desses animais nos lares, pelo alto desenvolvimento de todos os setores relacionados ao
comércio de produtos e servicos destinados a atender as necessidades dos pets, verifica-se
ainda um alto contingente de animais abandonados nas ruas. Desta forma, pode-se afirmar que
a intensa convivéncia entre humanos e animais de estimagdo nem sempre tem sido
acompanhada por atitudes de posse responsavel, expondo, tanto animais como humanos, a
varios riscos, entre estes, a transmissdo de doencgas. (LAGES, 2009). Embora a possibilidade

de acesso a rua, exibida por gatos mantidos por tutores em residéncias, reflta um
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comportamento caracteristico da espécie, existem alternativas que permitem restringir o
animal ao domicilio sem maiores problemas ou consequéncias como estresse. A adogdo de
atitudes que permitem o enriquecimento ambiental, através da introdugdo de novidades, como
caixas e outras adequacdes que tornam o local mais estimulante e atrativo, minimizam o
estresse de gatos mantidos restritos nos interiores das residéncias e, a0 mesmo tempo, evitam
os riscos de disseminacdo de zoonoses ¢ outras doengas. (CARLSTEAD et al, 1993;
KOOLHAS et al., 1999; BUFFINGTON et al, 2006).

A alta interagdo de gatos ndo restritos com ambientes variados implica também na
possibilidade de dissemmnacdo de micro-organismos resistentes a  antimicrobianos,
particularmente no caso destes animais viverem proximos as areas onde esses micro-
organismos tendem a ser mais abundantes, como arredores de locais onde se presta assisténcia
a satde humana ou animal Krumperman (1983) relaciona as maiores frequéncias de
isolamento de bactérias resistentes as multiplas drogas aos ambientes onde existe exposi¢ao
aos agentes antimicrobianos, reconhecendo frequéncias, em geral, superiores a 20% nestes
ambientes, em contraste com frequéncias menores que estas nos ambientes onde
antimicrobianos sdo raramente usados. Ampla distribuicdo de cepas E. coli ESBL positivas e,
portanto, mais relacionadas a resisténcia as miltiplas drogas, t€m sido relatadas entre
hospitais e ambientes proximos a estes. (KORZENIEWSKA et al., 2013).

Animais de estimagcdo tém sido estudados como uma fonte de micro-organismos
resistentes a antimicrobianos. Em geral, com o foco das pesquisas em animais onde infec¢ao
ou traumatismo esta presente. Poucos estudos examinaram animais saudaveis como provaveis
portadores de bactérias resistentes (PAULA; MARIN, 2008; MURPHY et al, 2009; DAVIS
et al, 2011; LEITE-MARTINS et al, 2014), somente Davis et al (2011) relataram a
distribuicdo destes organismos em diferentes partes do corpo do animal que rotineiramente
entram em contato com humanos. E nenhum desses trabalhos verificou diferengas em isolados
de animais de companhia em relacdo a proximidade de seu hospedeiro com locais de
assisténcia a saude humana ou veterindria, onde o uso de agentes antimicrobianos ¢ rotineiro.

Embora E. coli seja prevalente na microbiota intestinal, também foi possivel isolar
cepas dessa bactéria nos outros sitios corporais pesquisados, como pele, boca e genitdlia
externa, o que estd de acordo com o reportado por Davis et al. (2011), que conseguiram
isolamento de E. coli de boca, nariz, abdomen, virilha e reto de gatos saudaveis em Athenas,
E.U.A. A presenca de isolados de E. coli na pele de gatos, verificada através de amostras
coletadas do abdomen ou dorso (17/231; 7,3%) pode estar relacionada ao habito do gato se

lamber, e através disso veicular bactérias do reto para outras superficies corporais, ou a
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contaminagdo ambiental. Segundo Kahn e Line (2010), E. coli e outros micro-organismos
estdo presentes na pele como microbiota transitdria e, em alguns casos, podem atuar também
como patdogenos oportunistas. A constituicdo da microbiota da pele varia em fungdo do clima,
idade do animal e héabitos de higiene, sendo que a maioria dos micro-organismos em contato
direto com a superficie corporal dos gatos ndo se torna residente em virtude das secrecdes
sebéaceas e sudoriparas apresentarem propriedades antimicrobianas. Além disso, o pH da pele
a torna inéspita para grande parte de micro-organismos. (FITZGERALD, 2009). Durante o
habito natural de higienizacdo dos gatos através do ato de se lamber, micro-organismos da
microbiota de seus diversos sitios corporais sdo postos em contato. Desta forma, bactérias
presentes no reto sdo transferidas para areas como boca e nariz e, destas para varias outras
superficies corporais, como abdomen, dorso e virilhas, por exemplo. Uma das implicacdes
deste comportamento € a presenca, em geral transitoria, de micro-organismos do trato
mtestinal, como E. coli, em outros locais do corpo além do intestino grosso (DAVIS et al,
2011).

A frequéncia de isolamento de E. coli da boca dos gatos nesse estudo foi semelhante a
da pele (18/231; 7,8%). Essa bactéria pode fazer parte da microbiota residente ou transitoria
da boca de gatos e, sua permanéncia nesse sitio corporal esta relacionada a habitos de higiene,
tipo de alimentacdo, comportamento e interacdo social, sendo mais abundantemente
encontrada na microbiota oral de animais que vivem em colonias, isto ¢, animais que
apresentam muitas interagdes com outros de sua espécie. Cepas de E. coli isoladas da boca de
cadelas com piometra e de seu conteudo uterno, portadoras de genes de viruléncia
caracteristicos de cepas uropatogénicas t€ém sido relatadas. Essas cepas apresentaram grande
similaridade genética entre elas, o que alerta para a possibilidade da boca disseminar cepas
virulentas. Refletem, ainda, a possibilidade de veiculagdo de cepas de E. coli do reto para a
boca e genitdlia através do habito do animal de lamber a regido da vagna e do reto.
(AGOSTINHO et al., 2013).

O isolamento de E. coli na genitdlia externa (vagina ou prepucio) foi o de segunda
maior prevaléncia nesse trabalho, tendo sido isolado tanto da vagma como do prepucio dos
gatos saudaveis, ocorrendo em 37 amostras (16%). Isto esta de acordo com varios estudos que
relatam isolamento abundante de bastonetes gram-negativos provenientes do trato
gastrointestinal, especialmente E. coli, na mucosa vaginal de gatas (CAMPERO et al, 1992;
SCHOCKEN-ITURRINO et al, 1992b; KUNZ et al., 2002). Quanto ao prepucio, entretanto,
sdo poucos os trabalhos sobre a composicdo de sua microbiota em gatos domésticos. Porém,

para gatos selvagens, E. coli, além de outros micro-organismos, sdo relatados (GUIDO et al,



71

2000). O isolamento nesse sitio corporal pode ser explicado pela transmissao de cepas do reto,
por lambedura ou pelo decubito ventral, quando cepas de E. coli do ambiente podem
colonizar transitoriamente a mucosa do preplicio ou até se estabelecer como microbiota
residente. (JOHNSON, 2006; NASCIMENTO et al,, 2011).

As cepas de origem retal compuseram a maioria dos isolados (159/231; 68,8%) desse
trabalho. Davis et al. (2011) encontraram frequéncia menor (165/317; 52%) mnvestigando caes
e gatos, ainda assim, as cepas retais foram a maioria. Tal fato deve-se a alta prevaléncia de E.
coli no trato intestinal de gatos, particularmente, no intestino grosso, sendo esta espécie uma
das que albergam o maior nimero de unidades formadoras de colonias, por gramas de fezes,
desse micro-organismo, podendo chegar a 10'* UFC. (GLYLES; FAIRBROTHER, 2004;
LEY et al., 2008).

A delimitagdo da 4rea percorrida pelos gatos ao explorar os arredores de sua
residéncia, chamada area de vida, reflete o comportamento territorialista desses animais e, ¢
estimada em 2,1 a 4,24 ha para os gatos machos ¢ 0,5 a 1,19 ha para as ffmeas. Embora, no
presente trabalho, a area percorrida pelos gatos durante seu acesso a rua ndo foi mensurada, a
medida da area de vida obtida por outros autores que estudaram o comportamento de gatos
domésticos e ferais (BARRATT, 1997; EDWARDS et al, 2001; FERREIRA, 2011) foi
utilizada para caracterizar as populagdes de gatos estudadas com relagdo a proximidade de
locais onde o uso de antibidticos € rotineiro, com a finalidade de verificar a mfluéncia dessa
proximidade no isolamento de cepas de E. coli resistente a antimicrobianos.

Assim, entre os isolados de E. coli do presente estudo, a distribuicdo das 89 cepas
susceptiveis (89/231; 38,5%) aos 17 antimicrobianos testados revelou que as populagdes de
gatos proximas aos centros de saude humana (CSH) ou veterindria (CSV) mostraram
susceptibilidades menores (32/87; 36,8% e 22/59; 37,3%, respectivamente) quando
comparadas a populagdo SMP (35/85; 41,1%). Menores taxas de susceptibilidades entre os
isolados de E. coli provenientes dos gatos das populagdes CSH e CSV podem ser explicadas
pela disseminagdo de cepas resistentes a partir das unidades de saide, em consequéncia de
contaminagdo ambiental. Cepas de E. coli e outras Enterobacteriaceas resistentes a
antimicrobianos tém sido relatadas por varios autores em dareas proximas as unidades de
assisténcia a saude, indicando contaminacdo ambiental (PRADO et al, 2008; YANG et al,
2009; MANSSOURI; ABASSI, 2010; CHANGE et al, 2010; CHAGAS et al, 2011).
Também deve ser considerada a possibiidade de maior exposicdo da microbiota dos gatos
dessas populagdes aos agentes ou residuos de antimicrobianos presentes nesses ambientes.

Entretanto, deve-se considerar que a concentracdo de residuos de antimicrobianos, geralmente
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¢ muito baixa nos ecossistemas, em geral, da ordem de ng/L a pg/l, na agua e, pgKg a
mg/Kg no solo (LEUNG et al, 2012), porém cepas resistentes a antimicrobianos podem ser
facilmente disseminadas a partir das unidades de saude, principalmente através do esgoto e
dos residuos solidos (lixo hospitalar). Atualmente, cepas com fendtipos de resisténcia tipicos
de isolados hospitalares tém sido encontradas em isolados clinicos da comunidade, inclusive
em comensais da microbiota de humanos e animais saudaveis (CARATTOLI et al, 2005;
COSTA et al, 2008; MURPHY et al., 2009). Entretanto, o papel das mstituicoes de saude na
disseminacdo de cepas resistentes para o ambiente ainda ¢ muito pouco esclarecido.

Ainda, a maior frequéncia de isolados susceptiveis a todos os antimicrobianos testados
foi observada para as cepas provenientes do reto (54/89; 60,6%), em todas as populagdes do
presente trabalho, sendo que a populacdo SMP contribuui com a maioria delas. Em geral,
isolados de E. coli resistente a antimicrobianos em animais de companhia tém sido obtidos
das fezes ou reto (AUTHIER et al, 2006; PAULA; MARIN, 2008; COSTA et al, 2008).
Entretanto, a convivéncia tipica com animais de companhia, especialmente gatos, envolve
contato com outros sitios corporais do animal. Neste estudo, E. coli resistente a
antimicrobianos, observada em outros sitios corporais de gatos saudaveis, como boca,
abdomen, dorso e genitdlia externa, além do reto, ¢ uma razio de preocupacdo, porque o
estreito contato entre pets e humanos oferece condicdes favoraveis para a transmissdo de
bactéria por contato direto (caricias, lambidas, contato com feridas, etc) ou através do
ambiente doméstico (contamimnagdo de roupas, mobilia, etc). Martins et al. (2013) encontraram
cepas de E. coli com semelhantes fendtipos de resisténcia as multiplas drogas em animais de
estimacdo, humanos e diversas superficies da residéncia, como chdo, porta da geladeira e
comedouro do animal, entre outros. Isto indica que o contato estreito entre humanos e pets e,
em seguida, o contato com as superficies das residéncias permite a contammnagdo do ambiente
doméstico. Desta forma, moéveis, chido, macanetas, enfim, superficies no interior da casa
podem contribuir para a difusdo de cepas de E. coli resistentes entre humanos e animais que
coabitam.

Criangas estdo sob risco maior que adultos devido ao contato fisico mais proximo com
0s gatos, assim como, com o ambiente contaminado por pets (assoalho, carpetes, etc) (VAN
DEN BOGAARD; STOBBERING, 2000; GARDABASSI et al, 2004; LEITE-MARTINS et
al, 2014).

No presente trabalho, a resisténcia, a no minimo um agente antimicrobiano, foi exibida
por grande parte dos isolados (64,1%). Leite-Martins et al. (2014) também encontraram altas

prevaléncias de resisténcia antimicrobiana em cepas de E. coli isoladas de gatos, em Portugal
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Em geral, as frequéncias de resisténcia para a maioria dos antibidticos testados nos dois
estudos foram proximas, porém, para ciprofloxacina e &cido nalidixico foram encontradas
prevaléncias muito menores neste estudo. Os autores de Portugal encontraram correlagdo
entre os altos niveis de resisténcia as qunolonas (ciprofloxacina e 4acido nalidixico), o
historico de tratamentos prévios com esses antimicrobianos, € o habito de coprofagia exibidos
pelos gatos pesquisados. No presente trabalho, as frequéncias menores obtidas para esses
mesmos antimicrobianos podem ser explicadas pela ndo utilizagdo de animais tratados com
antibidticos ha menos de 6 meses da data da coleta.

Entre as cepas de E. coli do presente trabalho, ndo ocorreram resisténcia aos agentes
antimicrobianos  amoxicilina-acido  clavulinico e norfloxacina. Em estudos também
conduzidos com gatos, nos Estados Unidos, susceptibilidades completas foram exibidas para
os antimicrobianos cefiriaxona, ciprofloxacina, trimetropim-sulfametoxazol (DAVIS et al,
2011) e, em Portugal para os antimicrobianos cefoxetina e cefotaxima ndo foram relatadas
cepas resistentes (LEITE-MARTINS et al, 2014).

No presente estudo, as prevaléncias para os antimicrobianos beta lactamicos:
ampicilina, cefazolina e cefalotina foram maiores do que as encontradas por Davis et al
(2011) nos EUA. De um modo geral, as pesquisas conduzidas com gatos no Canada
(AUTHIER et al, 2006; MURPHY et al, 2009) e Estados Unidos (DAVIS et al, 2011)
encontraram menores frequéncias de resisténcia para a maioria dos antimicrobianos testados
em relacdo ao presente estudo. Essas variagdes observadas mostram que os padroes de
resisténcia variam entre diferentes regides geograficas, principalmente em funcdo do uso
preferencial de agentes antimicrobianos. Em uma ampla revisdo sobre resisténcia,
Theuretzbacher (2013), chama a aten¢do para as diferencas nos padrdes de resisténcia e
destaca alguns paises da Asia, do Mediterrdneo, da América Central e parte da América do
Sul como portadores de um alto nivel endémico de resisténcia, citando regides onde os niveis
de E. coli com fendtipo ESBL podem variar entre 10 a 30%, enquanto em outros, ocorre em
taxas superiores a 30%.

No presente trabalho, foram encontrados dois fenotipos de E. coli ESBL. Embora essa
frequéncia seja baixa, deve-se alertar para a sua relevancia, pois tais cepas: exibem resisténcia
a praticamente todos os beta lactamicos, inclundo cefalosporinas de 3* e 4* geragdes e
aztreonam, importantes antimicrobianos utilizados em infeccdes mais graves; carregam genes
de resisténcia 4s quinolonas, aminoglicosideos e tetraciclinas no mesmo cassete génico, sendo
portanto multirresistentes (OLIVEIRA et al, 2009; LOPES, 2010) e exigem protocolos para

sua deteccdo que nem sempre sao utiizados na rotna clinica laboratorial, ficando sua
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ocorréncia subestimada. Fendtipos de multirresisténcia entre cepas ESBL positivas podem
alcancgar taxas superiores a 80%. (SIMNER et al,, 2011).

A origem de uma, das duas cepas E. coli ESBL positiva, foi a populacio SMP. Porém,
foi verificado que o gato portador dessa cepa fora trazido de London, Canadd, sete meses
antes da data da coleta. A residéncia de seu proprietario ficava a aproximadamente 200m do
Victoria Hospital, importante centro de salde humana. Também foi apurado que, embora
restrito ao apartamento do proprietario, o gato coabitava com um cdo que era levado em
passeios didrios em frente ao hospital. No Canad4, Murphy et al. (2009) também encontraram
E. coli ESBL positivas em animais de companhia, porém em frequéncia menor que a do
presente estudo, enquanto, na Italia, Carattoli et al. (2005) encontraram frequéncias maiores
(4,9%) que a dos estudos anteriormente citados para esse fendtipo. A possibiidade de
transmissdo de E. coli ESBL positiva de residuos hospitalares e municipais para a comunidade
tem sido pesquisada, com o foco da atencdo em esgotos hospitalares (PRADO et al., 2008;
CHAGAS et al, 2011), nos tratamentos das aguas residuarias de efluentes hospitalares
(STORTEBOOM et al., 2010; HUANG et al., 2012; KORZENIEWSKA et al., 2013), ¢ nos
residuos solidos ou lixo hospitalar (MBONGWE et al, 2008; KOOLIVAND et al, 2012;
TETLEH-QUARCOO et al, 2013). No Brasil, cepas ESBL de origem hospitalar também tém
sido relatadas com frequéncia. Entretanto, o surgimento de cepas de E. coli ESBL de origem
ambiental, comunitaria, em alimentos de origem animal (SILVA et al, 2010) e em animais de
estimacdo, principalmente caes e gatos (CARATTOLI et al, 2005; MURPHY et al, 2009)
tétm demonstrado a complexidade em se estabelecer a origem desta resisténcia. (SILVA;
LINCOPAN, 2012).

Um grande nimero de diferentes padrdoes de fenotipos foi encontrado no presente
estudo, o que estd de acordo com outros relatos. (DAVIS et al, 2011; LEONARD et al,
2012). Entre os 61 padrdes de fendtipos exibidos pelas cepas de E. coli, alguns como: AMP-
TET-CFZ-CFL; AMP-SUT-TET-CFZ-CFL e AMP-SUT-TET-CFZ apresentaram maiores
prevaléncias. Chama a atengdo, o elevado nimero de diferentes fenotipos, contendo
antimicrobianos betalactamicos, em diferentes combinacdes entre eles € com outras classes de
drogas. Em estudo conduzido com gatos e caes, nos EUA, Davis et al. (2011) encontraram 21
padroes de fenodtipos, sendo 18 destes resistentes as multiplas classes de drogas (MDR),
numero considerado elevado, porém menor que o do presente estudo. Assim, como os autores
anteriormente citados, na presente pesquisa, resisténcia MDR foi considerada a resisténcia
para duas ou mais classes de drogas, sendo encontrados 102 isolados com esse fendtipo

(44,1%), o que representa um elevado percentual. A populagdo CSH contribuiu com a maioria
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das cepas MDR (51,7%), enquanto a populagdo SMP contribuiu com 36,4%. Resisténcia a
antimicrobianos caracteristicamente usados em unidades de assisténcia a satde humana, como
cefazolina e cefalotna chamam a atengdo quanto a sua ocorréncia na populagio CSH. O
antimicrobiano cefepime, de uso restrito hospitalar e de tltima escolha para infecgdes mais
graves também foi relacionado a essa populacao.

Residuos produzidos em instituicdes de satde tém causado sérias preocupacdes devido
ao tratamento e disposicao final imadequados que podem resultar em impactos negativos para
a saude publica e para o ambiente (DIAZ et al, 2005; KORZENIEWSKA et al, 2013). O
problema de contaminacdo ambiental com residuos hospitalares € maior nos paises em
desenvolvimento, pois muitas vezes, esse lixo ¢ descartado com o doméstico sem receber
qualquer tratamento prévio, o que implica em grande risco para os trabalhadores municipais
da coleta de lixo, o ptblico e o ambiente (ZARCHI; VATANI, 2009; DAMANI et al., 2013).
No Brasil, a Associagdo Brasileira de Engenharia Ambiental e Sanitaria (ABES, 2000) estima
que 70% das cidades brasileiras descarte o lixo doméstico e os residuos médicos juntos, em
lixdes municipais, o que pode acarretar sérios problemas de saude publica.

Gatos, geralmente, podem vagar livremente do lado de fora e sdo capazes de procurar
restos alimentares ou cacar pequenas presas no lixo (FITZGERALD; TURNER, 2000;
FERREIRA, 2011), tornando-se, desta forma um potencial carreador, em seu mtestino, ou
outro local de seu corpo, de E. coli proveniente do lixo (TENNENT e DOWNS, 2008).

Pela estatistica multivariada pode-se confirmar que isolados de E. coli provenientes da
populagio CSH exibram frequéncias mais altas para ampicilina, cefazolina, cefalotina,
tetracicina. Enquanto, em cepas provenientes de populagdo CSV, a resisténcia ao
cotrimoxazol foi mais frequente. Isto estd de acordo com os registros de consumo de
antibidticos nas mstituicoes de saide envolvendo as areas geograficas pesquisadas, que
demonstram o uso macico de antibidticos beta lactdmicos em hospitais € postos de satde
municipais entre pacientes humanos, enquanto na medicina veterinaria o uso de cotrimoxazol
¢ muito frequente.

Transferéncia horizontal de resisténcia ou de bactérias pode ocorrer na dire¢ao oposta,
do humano para o pet. Melo (2014) encontrou elevado percentual de E. coli ESBL positiva na
microbiota comensal de animais de companhia, em estudo nédito conduzido no Brasil,
alertando para a existéncia de portadores assintomaticos desse importante fendtipo de
resisténcia, assim como elevado percentual de resisténcia a betalactamicos ndo ESBL. Busch
et al. (2007) isolaram cepas STEC em gato assintomdtico e, em uma crianga de trés anos,

acometida por diarreia que convivia com esse gato. Estes estudos chamam a atengdo, também,
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para a possibilidade da colonizagdo de animais de companhia por cepas de origem humana.
Um evento especifico que ilustra esta possibilidade parece ter sido encontrado no presente
estudo envolvendo um gato restrito a casa e pertencente a populagdo SMP que apresentou
cinco isolados de E. coli resistentes a antibidticos como cefazolna ¢ cefalotina, mais
relacionados a saude humana e, aztreonam, monobactdmico de uso restrito hospitalar, para
sittacdes de mais gravidade. Foi posteriormente apurado que o proprietario ¢ médico e
trabalha na unidade de tratamento intensivo do principal hospital da cidade.

As cepas de E. coli apresentam origem filogenética diversa, dividida em quatro grupos
principais (A, B;, B, e D), nos quais a maioria dos isolados sdo encontrados. Entretanto,
estudos recentes permitem caracterizar oito grupos filogenéticos (A, By, B, e C, D, E, F).
(CLERMONT et al, 2000; CLERMONT et al, 2013). No presente trabalho, a analise
filogenética realizada nas cepas de E. coli, permitiu encontrar os quatro principais filogrupos:
A, B;, By e D. Geralmente, os clones virulentos extra mtestmais de FE. coli (EXPEC)
encontram-se no grupo B, em sua maioria, ¢ menos frequentemente no grupo D, enquanto
suas cepas comensais pertencem, geralmente, aos grupos A e B; (PICARD et al, 1999;
JOHNSON; STELL, 2000; CLERMONT et al., 2000). Dessa forma, apesar de todas as cepas
de E. coli do presente estudo serem obtidas de diversos sitios corporais de gatos saudaveis,
algumas cepas foram classificadas em filogrupos caracteristicos por albergarem cepas
virulentas, como B, e D. Entretanto, a maioria das cepas isoladas pertenciam ao grupo
filogenético A (95/191cepas; 49,73%), em todas as populacdes pesquisadas. Davis et al
(2011) encontraram alta prevaléncia de isolados de E. coli do grupo filogenético B, (70%) em
todos os sitios corporais de gatos saudaveis € ndo encontraram cepas do grupo A. A
classificacdo filogenética de E. coli isolada da urina de cdes e gatos com infecgdo do trato
urinario realizada por Ozugui (2008) verificou alta prevaléncia do grupo filogenético B,.
Entre os isolados provenientes dos gatos, a autora citada encontrou somente cepas dos
filogrupos B, (a maioria) e D, enquanto as provenientes dos cdes exibiram os quatro
principais filogrupos (também com predommancia do grupo B;). Também foram realizadas
sorotipagem e verificagdo de genes de viruléncia que permitram classificar esses isolados
como ExXPEC. Deve-se ainda ressaltar, que foi verificada grande similaridade destas cepas
com as isoladas de humanos, o que destaca o seu potencial zoondtico.

Viarios estudos mostram que em populagdes humanas nota-se a prevaléncia do
filogrupo A, com variagdes entre regides geograficas, mas de uma forma geral, ocorrem em
cerca de 40% da populagdo, as cepas B, compdem aproximadamente 25%, da populacio,

enquanto cepas B; e D s3o menos comuns (17%). Cepas de origem animal sdo
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predommantemente do grupo B; (41%), seguida por A (22%), B, (21%) e D (16%).
(NOWROUZIAN et al., 2009; TENAILLON et al., 2010; ALM et al,, 2011). Entretanto, essa
variacdo de prevaléncia entre os grupos filogenéticos ndo ¢ devida a existéncia de cepas
especificas por hospedeiro. De fato, poucas cepas apresentam especificidade de hospedeiro,
como algumas cepas B; produtoras de hemolisnas que t€m sido exclusivamente identificadas
em animais, enquanto clones avirulentos de B, do tipo O81 tém sido apenas isoladas de
humanos. Além desses fatos recentemente conhecidos, os filogrupos ndo apresentam uma
clara associagdo com espécies de hospedeiros, embora tenham prevaléncias variaveis. Apenas
recentemente, estudos tém contribuido para entender os fatores envolvidos na distribuicdo dos
filogrupos entre hospedeiros e ambientes. Entretanto, existem varias dificuldades nesta
determinacdo, uma vez, que até dentro da mesma espécie existem variagdes, o que pode ser
exemplificado pelos estudos de Davis et al. (2011) e o presente estudo. Além disso, a
determinacdo de prevaléncias dos filogrupos entre animais ¢ mais complexa tendo em vista a
grande variedade de espécies animais. A comparagdo filogenética entre cepas de E. coli
isoladas de humanos e animais apresenta a dificuldade adicional que a maior parte destes
estudos coleta as amostras em tempos e locais diferentes, ndo permitindo uma boa
caracterizagdo. (TENAILLON etal, 2010; ALM etal, 2011).

No presente trabalho, ¢ interessante notar que as cepas do reto, apesar de portarem
isolados de todos os grupos pesquisados, apresentaram maior abundancia de cepas do grupo
A, provavelmente indicando maior prevaléncia de cepas comensais entre elas. Cepas obtidas
do abdomen/dorso foram exclusivamente do grupo A. Os isolados da boca se dividiram entre
0os grupos A, em sua maioria, € o grupo B,, mostrando que albergam cepas comensais €
também virulentas. Entretanto, entre os isolados da genitdlia externa, maior prevaléncia para
cepas do grupo B, pode indicar maior presenca de cepas ExXPEC virulentas nesse sitio
corporal, 0o que estd de acordo com as altas incidéncias de infeccdes do trato urindrio
observadas (RUSSO; JOHNSON, 2000; JOHNSON et al, 200; FOXMAN et al, 2003;
KAPER et al, 2004; OZUGUI, 2008; LISTER et al, 2009) e de afecdes reprodutivas como
piometra (AGOSTINHO et al, 2013), a partr de colonizagdo dos tratos urindrios e
reprodutivo por cepas da genitdlia externa. A possibilidade de disseminagdo dessas cepas para
0 ambiente, outros animais ou humanos ¢ considerada um risco, pois o filogrupo B, em geral,
porta os quatro fatores de viruléncia de cepas uropatogénicas, codificados pelos genes Aly,
kps, sfa e pap, o que pode determinar afecgdes clinicas severas.

Pressdes existentes no ambiente, assim como forgas evolucionarias moldam a estrutura

populacional de cepas comensais. Assim, pressOes seletivas nos habitats das cepas comensais
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podem coincidentemente promover a emergéncia de fatores de viruléncia e resisténcia
antimicrobiana, transformando micro-organismos comensais em reservatorios de cepas
virulentas e resistentes a antimicrobianos (TENAILLON et al, 2010; ALM et al, 2011). A
resisténcia antimicrobiana ou a prevaléncia de integrons em bactérias de origem animal
apresenta clara correlagdo positiva com a exposicdo do hospedeiro aos ambientes ocupados
e/ou modificados pelo homem (SKURNIK et al, 2006). Essa relacdo entre resisténcia
antimicrobiana com o ambiente do hospedeiro também ¢ verificada entre populagdes
humanas, sugerindo que a exposicdo de populagdes comensais de E. coli aos antibidticos
molda sua diversidade em nivel molecular. Cepas de E. coli do grupo filogenético A e
algumas do grupo D sdo particularmente permissivas ao desenvolvimento de resisténcia a
cefalosporinas de 3* geragdo (MAMMERI et al, 2009; DESCHAMPS et al, 2009). Em
compensagdo, cepas do grupo B, sdo menos resistentes que as outras cepas, ndo subsistindo
na presenca de antimicrobianos, independentemente do mecanismo molecular envolvido na
aquisicdo da resisténcia e, ainda ocorre menor prevaléncia de integrons em cepas comensais
de E. coli By, tanto em hospedeiros humanos, como animais. (PICARD; GOULLET, 1989;
JOHNSON et al, 1994). Isto pode explicar a relativa baixa presenga de cepas B, em animais
domésticos aos quais antibidticos sdao usados extensivamente. (ANDREMONT, 2003;
SKURNIK et al., 2005; TENAILLON et al., 2010).

No presente trabalho, maior prevaléncia de resisténcia antimicrobiana foi observada
para as cepas do grupo filogenético A, com maior ocorréncia entre as oriundas do reto. Esta
observagdo ¢ condizente com o conceito de que cepas comensais, em geral, portam mais
frequentemente genes condicionadores de resisténcia antimicrobiana que as cepas virulentas.
(TENAILLON et al, 2010).

A transmissao de bactéria resistente a antimicrobianos de animais de estimagdo para
humanos representa um risco particular quando a cepa contém um grande nimero de genes
codificadores de resisténcia ou quando expressa genes resistentes de relevancia clinica em
medicina humana, podendo resultar em falhas dos tratamentos. Considerando que os animais
estdo cada vez mais presentes nos lares, em contato caracterizado como de grande
proximidade e, além disso, também presentes nas diversas modalidades de terapias assistidas
por animais, frequentando ambientes como hospitais, asilos e escolas, estudos que elucidem o
papel epidemioldégico desses animais na disseminagdo de micro-organismos resistentes a
antimicrobianos apresentam grande relevancia pois, a partr dos conhecimentos dos riscos
existentes, podem-se estabelecer melhores estratégias para contornd-los ao invés de privar os

humanos dos mimeros beneficios que o convivio com pets trazem. O presente estudo



79

mostrou a presenca de cepas de E.coli resistentes em todos os sitios corporais investigados
nas trés populagdes de gatos estudados, o que aumenta o risco de disseminagdo de cepas

MDR.
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CONCLUSAO

Foram isoladas cepas de E. coli em todos os sitios corporais pesquisados, distribuidas
entre: reto (68,8%), genitdlia externa (vagmna/preptcio) (16,0%), boca (7,8%) e pele do
abdomen/dorso (7,3%).

Cepas susceptiveis foram encontradas em todos os sitios corporais pesquisados, a
maioria proveniente do reto, nas trés populagdes pesquisadas, porém com maior prevaléncia
na populacdo SMP.

Altos percentuais de resisténcia foram encontrados para os betalactamicos ampicilina,
cefazolna e cefalotina em todas as populagdes, sendo maior prevaléncia verificada na
populacgdo CSH em comparagdo com a populagdo SMP, situacdo condizente com o alto
consumo desses antibidticos na saide humana, no Municipio de Ituverava.

Para ampicilina, cefazolina e tetraciclina foram encontradas maiores resisténcias entre
as cepas retais e da genitdlia externa, com muita semelhanca entre suas frequéncias.

Observaram-se, ainda, maiores semelhancas de resisténcia entre os isolados do reto e
da genitdlia externa e entre os do abdomen/dorso e boca, de um modo geral. Para tetraciclina,
as cepas da genitalia externa apresentaram as maiores frequéncias de resisténcia, enquanto
para aztreonam as cepas do dorso foram mais prevalentes.

Fenotipo de resisténcia ESBL (Extended Spectrum Betalactamase -Betalactamases de
Espectro Estendido) foi encontrado em 0,86% da populagdo.

As cepas apresentaram origem filogenética diversa, sendo encontrados os filogrupos
A, By, B, e D nas cepas provenientes do reto. Para os isolados deste sitio corporal, houve
semelhanca nas frequéncias dos filogrupos A e B,. O grupo A foi o tUnico presente em todos
0s sitios corporais, enquanto cepas do grupo D somente foram encontradas no reto. O
filogrupo B; somente ocorreu entre os isolados do reto e da genitdlia externa. Na boca
somente foram observadas cepas dos grupos A e B,, enquanto, no abdémen/dorso somente
foram observadas cepas do grupo A.

Os filogrupos A ¢ D apresentaram maior prevaléncia de resisténcia na populagdo CSH,
com maiores resisténcias para cepas retais. Cepas retais e da genitdlia externa apresentaram
maiores semelhancas de resisténcia antimicrobiana.

A presenca de cepas B, provaveis EXPEC no reto, na genitdlia e boca, alertam para a

possibilidade de transmissdo de cepas de E. coli virulentas.
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Deve-se destacar o papel epidemioldgico relevante de populagdes de gatos na
disseminagdo de E. coli resistente a antimicrobianos, pois suas caracteristicas etologicas
propiciam uma grande mteracdo com os arredores de suas residéncias, possibilitando um
mtercdmbio de micro-organismos de outros animais com 0s quais entram em contato, Varios
ambientes que exploram e humanos com quem convivem. Isto foi evidenciado pelos
diferentes padrdes de resisténcia antimicrobiana exibidos entre as diversas populacdes,

caracterizadas em fungdo de sua distancia com locais onde o uso de antibidticos ¢ rotineiro.
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