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PORTILHO, F.V.R. Resisténcia in vitro aos antimicrobianos e microbiota bucal e de
leito ungueal de gatos diagnosticadas por sequenciamento genético em larga escala e
espectrometria de massas. Botucatu, 2023. 60p. Tese (Doutorado) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Botucatu, Universidade Estadual Paulista - UNESP.

RESUMO

O estreitamento do contato entre gatos e humanos aumenta o risco de transmissao de
patdgenos, incluindo por mordeduras e arranhaduras, devido a complexidade de micro-
organismos presentes nas microbiotas orais e ungueais dos felinos. Neste contexto, o
presente estudo investigou micro-organismos de origem bacteriana e flngica na
cavidade oral e leito ungueal de 100 gatos aparentemente higidos utilizando técnicas
convencionais e seletivas de cultivo microbioldgico, sequenciamento genético em larga
escala (NGS) e espectrometria de massas (MALDI-TOF MS), bem como avaliou o
perfil de sensibilidade/resisténcia in vitro dos isolados bacterianos aos antimicrobianos.
No total, 671 bactérias e 33 leveduras foram identificadas por MALDI-TOF MS. As
bactérias mais frequentes na cavidade oral (n=343) foram Neisseria animaloris
(37/343=10,8%), Staphylococcus felis (29/343=8,5%) e Pasteurella multocida
(24/343=7%), enquanto a principal levedura (n=19) foi Candida albicans
(13/19=68,4%). No leito ungueal (n=328), predominaram Staphylococcus pettenkoferi
(44/328=13,4%), Staphylococcus felis (21/328=6,4%) e Staphylococcus simulans
(19/328=5,8%), enquanto Rhodotorula mucilaginosa (8/14=57,2%) foi a levedura mais
frequente (n=14). O NGS identificou predominantemente os géneros Moraxella,
Neisseria, Pasteurella e Fusobacterium nas amostras de cavidade oral, e enterobactérias
e estafilococos nas amostras de leito ungueal, além da identificagio em menor
frequéncia de espécies dos géneros Capnocytophaga e Bartonella, relacionadas a
infecgBes em humanos. Levofloxacino, marbofloxacino e amoxicilina/acido clavulanico
foram os farmacos mais eficazes para os principais grupos de bactérias identificados. A
multirresisténcia aos antimicrobianos foi observada em 17% (114/671) dos isolados,
além de trés estafilococos carreadores do gene de resisténcia a meticilina (mecA).
Infere-se a elevada complexidade de micro-organismos nas microbiotas bucal e
ungueal, o potencial zoondtico das agressdes por mordeduras e arranhaduras dos felinos

domeésticos e a elevada resisténcia dos isolados aos antimicrobianos convencionais.

Palavras-chave: 16S rRNA, regido subungueal, cavidade oral, MALDI-TOF MS,

mecA, microbioma.



33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

59

60

61

62

63

PORTILHO, F.V.R. In vitro antimicrobial resistance and oral/nail bed microbiota of
cats diagnosed by next-generation sequencing and mass spectrometry. Botucatu, 2023.
60p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Botucatu,
Universidade Estadual Paulista - UNESP.

ABSTRACT

The close contact between cats and humans increases the risk of transmission of
pathogens through bites and scratches, due to the complexity of microorganisms in
feline oral and nail microbiota. The present study investigated the microorganisms of
bacterial and fungal origin in the oral cavity and claws of 100 apparently healthy cats
using conventional and selective microbiological culture approaches, next-generation
sequencing (NGS), and mass spectrometry (MALDI-TOF MS), as well as the in vitro
susceptibility pattern of bacterial isolates to antimicrobials. In total, 671 bacteria and 33
yeasts were identified by MALDI-TOF MS. Neisseria animaloris (37/343=10.8%),
Staphylococcus felis (29/343=8.5%), and Pasteurella multocida (24/343=7%) were the
most prevalent bacteria in oral cavity samples (n=343), while the main yeast (n=19) was
Candida albicans (13/19=68.4%). Staphylococcus pettenkoferi (44/328=13.4%),
Staphylococcus felis (21/328=6.4%), and Staphylococcus simulans (19/328=5.8%) were
the most frequent bacteria identified in claws samples (n=328), while Rhodotorula
mucilaginosa (8/14=57.2%) was the most common yeast (n=14). NGS predominantly
identified the genera Moraxella, Neisseria, Pasteurella, and Fusobacterium in oral
cavity samples, and enterobacteria and staphylococci in nail bed samples, in addition to
the less frequent identification of the genera Capnocytophaga and Bartonella, which
have been identified in human infections. Levofloxacin, marbofloxacin, and
amoxicillin/clavulanic acid were the most effective drugs against the main groups of
bacteria identified. Multidrug resistance was observed in 17% (114/671) bacterial
isolates, in addition to three staphylococci carrying the methicillin resistance gene
(mecA). We highlight a high complexity of microorganisms in oral/claws microbiota of
cats, the zoonotic risks of aggression caused by bites and scratches from domestic cats,

as well as the high resistance of the isolates to conventional antimicrobials.

Key-words: 16S rRNA, oral cavity, claws, MALDI-TOF MS, mecA, microbiome.
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1. INTRODUCAO

No mundo contemporaneo, os animais de companhia desenvolvem papel
fundamental na salde fisica e mental dos tutores, considerados, por vezes, “membros
das familias” (ARAHORI et al., 2017).

Estima-se que a populagdo mundial de gatos domesticos seja da ordem de 600 a
900 milhdes animais (EGN, 2023). Dados do Instituto Brasileiro de Geografia e
Estatistica (IBGE) divulgados em 2023 pelo Instituto Pet Brasil (IPB) referiram que a
populacdo de gatos no Brasil seja de aproximadamente 27 milhdes de animais,
excluindo-se animais errantes. Ainda, estima-se que, em poucos anos, a populacdo
felina ir4 superar a canina no Brasil, visto que esta apresentou maior crescimento

populacional nos domicilios brasileiros nos ultimos anos (IPB, 2023).

Tendo em vista a relacdo cada vez mais estreita entre os gatos domesticos e
tutores, torna-se fundamental a prevencdo da transmissdo de micro-organismos dos
animais de companhia para os humanos (PORTILHO et al., 2023). Assim, é licito
afirmar que ataques por mordeduras e arranhaduras de gatos sdo importantes formas de
transmissdo de patdgenos para humanos (DENENBERG, 2015). As regides corpdreas
mais acometidas em humanos agredidos séo as extremidades altas (bragos e maos) e
rosto (KRAVETZ e FEDERMAN, 2002).

Complicagdes graves ocorrem em cerca de 20% das agressbes de felinos em
humanos, principalmente quando acometem regides proximas a 0ssos e articulacbes
(FLEISHER, 1999). Nas mordeduras e arranhaduras provocadas por gatos, a presenca
de complicagBes como abscessos profundos e osteomielite sdo mais comuns quando
comparadas aos acidentes envolvendo cdes (OEHLER et al., 2009). Neste contexto,
Pasteurella multocida foi identificada como agente causal de infeccBes graves em
pacientes humanos agredidos por gatos domésticos no Brasil (KREWER et al., 2008),
Espanha (MIRANDA et al., 2013) e Franca (HONNORAT et al., 2016).

O refinamento das técnicas moleculares possibilitou, nas Gltimas decadas, o
diagnostico microbiol6gico mais rapido e com elevada acuracia. Neste contexto, a
espectrometria de massas (Matrix-assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight
Mass Spectrometry - MALDI-TOF MS) e o sequenciamento genético em larga escala
(NGS, do inglés Next-generation sequencing) tém possibilitado a identificacdo de

populagdes de micro-organismos em diferentes tecidos e mucosas de animais
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(PORTILHO et al., 2023) e humanos, e de diferentes biomas (GILBERT et al., 2010,
2014; THOMPSON et al., 2017). Em humanos, o sequenciamento genético em larga
escala de mucosas gastrintestinal, oronasal e cutdnea tem proporcionado melhor
conhecimento da microbiota humana (URSELL et al., 2012) e o estudo de patdgenos
em ambientes hospitalares (THOMPSON et al., 2017). No entanto, o reconhecimento de
populacbes de micro-organismos em mucosas de animais domésticos e suas aplicaces
em saude ainda sdo incipientes. Na literatura consultada, ndo foi encontrado nenhum
estudo utilizando o sequenciamento genético em larga escala para caracterizagdo da
microbiota de leito ungueal em felinos domésticos, tampouco da microbiota bucal de

gatos no Brasil.

Como efeito, o conhecimento da microbiota da cavidade oral e ungueal de gatos,
assim como a multirresisténcia bacteriana in vitro diante dos antimicrobianos
convencionais de uso em gatos e/ou humanos agredidos por felinos domésticos, tornam-
se necessarios para avaliar o risco zoondtico de agressbes por mordeduras e
arranhaduras de gatos, bem como auxiliar no tratamento de humanos e felinos agredidos
(na impossibilidade de isolamento microbiano e testes de sensibilidade in vitro aos

antimicrobianos), bem como na vigilancia da resisténcia em bactérias de origem animal.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Microbioma / microbiota

Entende-se por microbioma o conjunto de informacfes genéticas de micro-
organismos que habitam determinado bioma, como ambientes aquaticos e terrestres
(DAVIS e WEESE, 2022), enquanto o termo microbiota se refere a diversidade de
agentes bacterianos, fangicos e parasitarios encontrados em cavidades naturais de
organismos Vvivos, comumente dinamica e passivel de mudancas de acordo com
alteragOes ambientais e nutricionais (SHANAHAN et al., 2021).

A cavidade oral dos felinos, bem como outras mucosas e regides corporeas, €
colonizada por bactérias aerobicas, anaerdbicas e microaerdfilas, além de leveduras e
fungos (GRZESKOWIAK et al., 2015). Espécies de estafilococos, estreptococos,
pasteurelas e enterobactérias sdo identificadas frequentemente na cavidade oral e pele
de gatos higidos (OLDER et al., 2019), bem como micro-organismos anaerobicos dos
géneros Fusobacterium, Porphyromonas e Peptostreptococcus (STURGEON et al.,
2014), frequentes na mucosa oral.

Em animais e humanos higidos, a coexisténcia entre estes micro-organismos na
cavidade oral auxilia na prevencao de doencas como caries e periodontite, mantendo o
equilibrio entre micro-organismos comensais e patogénicos (WEESE, 2013). No
entanto, alteracdes nas condi¢fes imunoldgicas podem favorecer a multiplicacdo de
agentes patogénicos ou oportunistas, resultando em resposta inflamatéria e eventual
desenvolvimento de doengas (DAVIS e WEESE, 2022). Ainda, devido a microbiota
abundante presente na cavidade oral e leito ungueal dos gatos, as agressées por
mordeduras e arranhaduras tornam-se importantes vias de transmissdo de patdgenos

oportunistas para os humanos (OEHLER et al., 2009).

2.2 Micro-organismos envolvidos em agressoes por felinos

Assim como nos casos de agressdes por mordedura de cées, o0 virus rabico
representa a maior preocupac¢do em humanos agredidos por mordeduras ou arranhaduras
de gatos (GOWDA et al., 2014). No entanto, na espécie felina, Bartonella henselae tem
sido objeto de relatos da “doenga da arranhadura do gato”, bem como Sporothrix
schenkii e S. brasiliensis ttm merecido atencdo em regides endémicas devido a
relevancia zoon6tica (OSKOUIZADEH et al., 2010; MACEDO-SALES et al., 2018).
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Outros micro-organismos de origem bacteriana e fungica, habitantes da
microbiota bucal e ungueal dos felinos, por vezes sdo relegados ao segundo plano,
apesar de estarem diretamente relacionados com infeccGes de pacientes humanos
agredidos por mordedura ou arranhadura de gatos, como espécies de Pasteurella,

Staphylococcus, Streptococcus e certos anaerdbios (OEHLER et al., 2009).

Diante do héabito dos felinos de lambedura das garras, a complexidade de micro-
organismos habitantes da microbiota oral de gatos encontra reflexo também no leito
ungueal destes animais (VERALDI e MINUTI, 2018). E comum a identificacdo na
microbiota bucal e ungueal de Pasteurella multocida, Bartonella henselae, Moraxella
sp., estafilococos, estreptococos e anaerobios dos géneros Fusobacterium e
Porphyromonas (WEINBERG e BRANDA, 2010), além de Staphylococcus aureus
meticilina-resistentes (OEHLER et al.,, 2009). Em geral, os principais agentes
encontrados nestas microbiotas tém sido descritos, também, em humanos agredidos por

gatos, indicando o comportamento oportunista destes micro-organismos.

2.3 Implicacdes dos acidentes por mordeduras e/ou arranhaduras

Os gatos representam a segunda espécie animal com maior numero de
envolvimento em agressdes aos tutores, variando de 5 a 20% dos acidentes com animais
domésticos nos EUA, com incidéncia anual de cerca de 400.000 casos (OEHLER et al.,
2009; AZIZ et al., 2015). Nos EUA e Europa, acidentes por mordedura de caes e gatos
representam 1% das emergéncias médicas, com custos hospitalares e ambulatoriais
avaliadas em aproximadamente 850 milhdes de dolares/ano (AZIZ et al., 2015;
DARVISHI et al., 2022).

As lesbes causadas por mordedura de gatos comumente promovem aspecto
menos destrutivo da pele integra, 0 que muitas vezes induz as vitimas a subestimarem a
gravidade do ferimento (PATRONEK e SLAVINSKI, 2009). No entanto, o formato
pontiagudo dos dentes dos felinos resulta em feridas profundas, aumentando as chances
de abscessos e infecgbes secundérias, incluindo pela multiplicacdo de agentes
anaerdbios (OEHLER et al., 2009).

Complicagdes secundarias as mordeduras e arranhaduras de gatos como celulite,
endocardite, meningite e sepse sdo mais frequentes em individuos

imunocomprometidos, como pacientes esplenectomizados ou sob quimioterapia
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(VERALDI e MINUTI, 2018), além de serem mais comuns nas agressdes proximas as
articulacGes e 0ssos (OEHLER et al., 2009).

No Brasil, na cidade de Belo Horizonte, MG, foram registrados 2.589 casos de
agressdes envolvendo felinos entre 2007 e 2016 (ARAUJO, 2017). Os acidentes tém
sido mais comuns em individuos adultos ou idosos e, principalmente, do sexo feminino
(AZ1Z et al., 2015; ARAUJO, 2017). No entanto, é provavel que ocorra subnotificacio
dos casos de agressdes posto que, por vezes, os ferimentos sdo aparentemente pequenos
e a maioria dos humanos agredidos busca atendimento médico somente quando as
lesbes apresentam maior gravidade ou evoluem para complicagfes secundarias. Com
efeito, aproximadamente 6% dos casos de agressdes por gatos requerem hospitalizagédo
do paciente (GRIEGO et al., 1995).

Estudo retrospectivo de 20 casos de agressdes por felinos entre 2014 e 2018, no
Reino Unido, revelou que o tempo para procurar atendimento médico estd diretamente
relacionado com o prognostico das lesdes nas maos. Pacientes que procuraram
atendimento especializado em até 48 horas depois do acidente permaneceram, em
média, trés dias no hospital. Em contraste, nove dias de internacdo foram observados,
em média, em individuos que procuraram o atendimento apds 48 horas da agressao.
Entre as vitimas do segundo grupo, sete precisaram passar por multiplas cirurgias
reconstrutivas secundarias a artrite séptica, osteomielite e necrose no local da lesdo,

incluindo amputacdo de digito em quatro pacientes (KHEIRAN et al., 2019).

Acidentes por arranhaduras também ndo devem ser negligenciados, visto que o
leito ungueal dos gatos possui grande diversidade de micro-organismos, inclusive
telaricos (GOLDSTEIN e ABRAHAMIAN, 2015). Complica¢bes secundarias as
arranhaduras estdo geralmente associadas ao desenvolvimento de doencas sistémicas
como esporotricose, que se apresenta como lesdes cutaneas e em mucosas, além de
acometimento de vasos linfaticos (SCHUBAMH et al., 2008), e febre da arranhadura dos
gatos (Bartonella henselae) que, em casos graves, pode causar neuropatias épticas
(LATANZA et al., 2015; ABDELHAKIM e RASOOL, 2018), angiomatose bacilar e
peliose hepatica (HOZAKOVA et al., 2017).
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2.4 Diagnostico molecular da microbiota oral e de leito ungueal de gatos

A maioria dos estudos envolvendo a identificacdo da microbiota oral e de leito
ungueal de gatos se restringe a utilizacdo de técnicas convencionais de cultivo
microbiologico (OEHLER et al., 2009). No entanto, o avango de técnicas de biologia
molecular, como a espectrometria de massas e NGS, tem se mostrado promissor na
identificacdo microbioldgica de micro-organismos, em nivel de espécie, com maior
precisdo e em tempo reduzido (STURGEON et al., 2014; PORTILHO et al., 2023).

2.4.1 MALDI-TOF MS

A espectrometria de massas (MALDI-TOF MS) é uma técnica de proteébmica
analitica que se fundamenta na ionizacdo de compostos quimicos sob a forma de
moléculas carregadas, cuja proporcdo de massa/carga e espectro de massa podem ser
aferidos (SINGHAL et al., 2015). O espectro bacteriano resultante da analise é
comparado com o banco de dados do aparelho e a similaridade entre eles fornece
diagnostico em nivel de espécie ou género (BARREIRO et al., 2010). Em animais, a
técnica vem sendo empregada no diagnéstico de agentes causadores de mastite em
vacas leiteiras em varios paises (NONNEMANN et al., 2019), inclusive no Brasil
(BARREIRO et al., 2010; GONCALVES et al., 2014). Recentemente, foi utilizada no
diagnostico de micro-organismos de origem bacteriana e leveduras na mucosa oral de
cdes aparentemente higidos (PORTILHO et al., 2023).

2.4.2 Sequenciamento genético em larga escala (NGS)

O NGS consiste no sequenciamento de todo material genético presente em
determinada amostra a partir de um gene ribossomal de interesse (16S RNA, no caso
das bactérias) e tem possibilitado, nos Gltimos anos, a identificacdo e caracterizagdo de
populagbes de micro-organismos em diferentes habitats, além de estimular o
desenvolvimento de projetos em escala global como o Projeto Microbioma Terrestre e 0
Projeto Microbioma Oceéanico, que objetivam identificar a complexidade de micro-
organismos, ecologia e diferentes biomas em todo o mundo (GILBERT et al., 2010,
2014; THOMPSON et al., 2017).
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Em humanos, a técnica tem sido utilizada no estudo de popula¢es microbianas
nas cavidades gastrintestinal, oronasal e cutanea, com perspectivas promissoras em
medicina preventiva, a partir do conhecimento da microbiota dos individuos e de
ambientes hospitalares (THOMPSON et al., 2017).

Em medicina veterinaria, 0 NGS foi utilizado nos EUA (OIKONOMOU et al.,
2012; QUIGLEY et al., 2013; OIKONOMOU et al., 2014) para o diagnostico de
populacdes microbianas em vacas saudaveis e com mastite, em amostras de fezes de
caes na Inglaterra (HAND et al., 2013) e para o estudo da microbiota bucal de gatos no
Canada (STURGEON et al., 2014; WEESE et al., 2015) e EUA (OLDER et al., 2019;
RODRIGUES et al., 2019).

No Brasil, a técnica foi utilizada em amostras de conteudo uterino de vacas
recém paridas (MACHADO et al., 2012), em leite caprino (LEON, 2018) e, mais
recentemente, no reconhecimento da microbiota bucal de cdes aparentemente higidos
(PORTILHO et al., 2023). No entanto, nenhum estudo similar foi encontrado, na
literatura consultada, investigando a microbiota de leito ungueal de felinos domeésticos,

tampouco a microbiota bucal de gatos no Brasil.

2.5 Tratamento de humanos agredidos por mordeduras e arranhaduras de gatos

As primeiras medidas adotadas diante de agressbes por mordeduras ou
arranhaduras de gatos em humanos estdo relacionadas a profilaxia antirrabica e
antitetanica (MEGID e ITO, 2016). Além disso, recomenda-se a administracdo de
antimicrobianos de amplo espectro para evitar complica¢fes locais ou sistémicas em
pacientes com lesdes graves, visto que as feridas provocadas por mordeduras ou

arranhaduras de felinos sdo de natureza polimicrobiana (OEHLER et al., 2009).

Amoxicilina/acido clavulanico é a associacdo de escolha para os casos de
ferimentos cutaneos graves em humanos secundarios as agressdes por cdes e gatos,
podendo ser substituida por doxiciclina em pacientes alérgicos as penicilinas
(GOUGEON et al., 2007; OEHLER et al., 2009). Cefalosporinas como ceftriaxona,
cefuroxima e cefpodoxima constituem alternativas no tratamento de pacientes agredidos
por animais de companhia (OEHLER et al., 2009; SCHNEIDER et al., 2012). Em
individuos que desenvolvem linfadenites e complicacdes neuro-oftalmologicas por

Bartonella henselae, recomenda-se a associacdo de rifampicina com macrolideos ou
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tetraciclinas, visto que a primeira atinge concentracdes terapéuticas no sistema nervoso
central (ABDELHAKIM e RASOOL, 2018).

2.6 Consideracdes sobre a multirresisténcia aos antimicrobianos e estafilococos

meticilina-resistentes

Nas ultimas décadas, o uso indiscriminado e ndo racional de antimicrobianos em
cdes e gatos provavelmente tem aumentado a presséo seletiva para bactérias resistentes
aos antimicrobianos convencionais (RIBEIRO, 2008). A ocorréncia de isolados
multirresistentes, ou seja, resistentes a farmacos de diferentes classes de
antimicrobianos, representa preocupacao emergente de ordem mundial, notadamente no
contexto atual de Satde Unica (One Health) (CDC, 2013; WHO, 2014; McEWEN e
COLLIGNON, 2018).

Idealmente, o tratamento de humanos agredidos por mordeduras e arranhaduras
de gatos deveria ser respaldado na identificagdo microbiana e testes de
sensibilidade/resisténcia in vitro dos isolados. O tratamento baseado em testes de
sensibilidade microbiana in vitro favorece a escolha do farmaco adequado para a
infeccdo, aumenta as chances de sucesso, evita 0 uso em isolados resistentes e
possibilita monitorar a ocorréncia de bactérias multirresistentes aos antimicrobianos
(McEWEN e COLLIGNON, 2018).

Ainda, a emergéncia de estafilococos meticilina-resistentes (do inglés
methicillin-resistant Staphylococcus — MRS) em animais e humanos também tem sido
objeto de estudos em diferentes paises (KING et al., 2006). O gene de resisténcia a
meticilina (mecA) codifica uma proteina ligadora de penicilina alternativa (PBP) com
baixa afinidade & oxacilina e outros antimicrobianos do grupo dos B-lactamicos,
reconhecido como um dos principais mecanismos de resisténcia destas bactérias. Mais
recentemente, Paterson et al. (2012) identificaram gene homdlogo ao mecA,
denominado mecC, em isolados de S. aureus obtidos de diversos animais, incluindo céo
doméstico. Como efeito, bactérias que expressam 0s genes mecA e mecC determinam
dificuldades no tratamento de pacientes infectados, com longos periodos de
hospitalizacdo, gastos com internacdes e altos indices de mortalidade (ROZGONYI et
al., 2007; PATERSON et al., 2012). Neste contexto, Faires et al. (2009) e Oehler et al.
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302  de gatos domésticos para humanos.
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3. OBJETIVOS
Geral:
v Investigar a microbiota de origem bacteriana e fungica da cavidade oral e leito

ungueal de gatos aparentemente higidos por metodos tradicionais de cultivo
microbioldgico e moleculares (espectrometria de massas e sequenciamento genético em
larga escala) e o perfil de sensibilidade in vitro dos isolados bacterianos aos

antimicrobianos.

Especificos:

v Avaliar o perfil de sensibilidade/resisténcia in vitro e a multirresisténcia dos
isolados de origem bacteriana diante dos principais antimicrobianos recomendados para
gatos e/ou no tratamento de humanos agredidos por mordeduras e arranhaduras;

v Investigar a ocorréncia de estafilococos meticilina-resistentes, particularmente S.

aureus e S. pseudintermedius.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Comité de Etica e Uso dos Animais (CEUA)

O presente estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP, protocolo numero 0078/2021 (Anexo ).

4.2 Animais e colheita de amostras

Foram colhidas, por conveniéncia, 100 amostras de secrecdo oral e 100 de leito
ungueal, do mesmo animal, de gatos aparentemente higidos e ndo domiciliados (ferais,
comunitarios ou que conviviam em col6nias) do municipio de Botucatu, SP, destinados
ao Canil Municipal da cidade para realizagdo de castracdo eletiva ou outros
procedimentos compativeis com o servico, sob a responsabilidade dos médicos

veterinarios Juliano Ndbrega e Sabrina Moreira.
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Os animais encontravam-se sedados para o0 procedimento de castracdo
(acepromazina 0,2%, 0,05mg/kg; xilazina 20mg/mL, 1mg/kg; morfina 10mg/mL,
0,3mg/kg; midazolam 5mg/mL, 0,15mg/kg; cetamina 10%, 15mg/kg) durante a coleta

de material.

As amostras de cavidade oral foram colhidas utilizando suabes esterilizados,
friccionando a extremidade do suabe na regido da gengiva, lingua, palato, dentes e
mucosa jugal (PORTILHO et al., 2023) dos gatos. As amostras de leito ungueal foram
colhidas friccionando suabes esterilizados na base das dez unhas dos membros
anteriores (pool), apds exposicdo manual das garras. Em seguida, os suabes foram
acondicionados em meio de transporte de Stuart (Oxoid®, S&o Paulo, Brasil), mantidos
em temperatura de refrigeracdo (4-8°C), e encaminhados imediatamente ao Laboratério
de Microbiologia, do Departamento de Producdo Animal e Medicina Veterinaria

Preventiva da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP, para 0s cultivos microbiol6gicos.

Os critérios para inclusdo dos animais no estudo foram: 1) auséncia de
administracdo de antimicrobianos, por qualquer via de administracdo, nos ultimos 30
dias (tomando-se como base a data da coleta); 2) auséncia de doenca periodontal grave
ou limpeza dentéria nos Gltimos 60 dias; 3) auséncia de sinais clinicos de enfermidades

sistémicas ou tegumentares concomitantes.

A amostragem de conveniéncia, a realizacdo da técnica de NGS em apenas 20%
dos gatos amostrados e a impossibilidade de investigacdo de certas doencas
imunossupressoras dos felinos (imunodeficiéncia felina — FIV e leucemia viral felina —

FeLV) podem ser consideradas limitagGes do estudo.

4.3 Cultivo microbiolégico e fungico

As amostras de cavidade oral e leito ungueal foram cultivadas em condic6es de
aerobiose simultaneamente nos meios de &gar sangue (Oxoid®, Sdo Paulo, Brasil)
acrescido de sangue bovino (5-7%) e agar MacConkey (Oxoid®, S&o Paulo, Brasil),
mantidos em incubacdo por 72 horas, a 37°C. As amostras foram cultivadas também em

meio de agar Sabouraud (Oxo0id®, Sdo Paulo, Brasil), incubadas por dez dias, a 37°C.

Todas as amostras foram submetidas ao isolamento seletivo de patogenos de
interesse, como Pasteurella sp. e Staphylococcus sp. utilizando, respectivamente, 0s

meios de &gar sangue (Oxoid®, Sdo Paulo, Brasil) acrescido de 6 pg de vancomicina
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(VIANA et al., 2007) e Manitol-Salt Agar (Oxo0id®, Sdo Paulo, Brasil), incubados por
72h, a 37°C.

Os agentes bacterianos e leveduras isolados em condi¢des de aerobiose foram
preliminarmente classificados de acordo com caracteristicas fenotipicas (QUINN et al.,
2011). Os fungos filamentosos foram submetidos a identificacdo de género e espécies
por técnicas microbioldgicas (LACAZ et al., 1998) no Laboratorio de Microbiologia da
Universidade do Oeste Paulista (UNOESTE), sob responsabilidade do professor
Rogério Giuffrida.

4.4 Matrix-Assisted Laser Desorption lonization Time-of-Flight Mass Spectrometry —
MALDI-TOF MS

Todos os isolados bacterianos e leveduras que apresentaram, no minimo, cinco
unidades formadoras de colbnias (UFC) (PORTILHO et al.,, 2023) nos cultivos
convencionais e seletivos foram submetidos a espectrometria de massas no laboratorio
de Pesquisa de Qualidade do Leite (QUALILEITE), do Departamento de Nutricdo e
Producdo Animal da FMVZ-USP/Pirassununga, SP, para confirmacdo diagndstica, sob

responsabilidade do Prof. Titular Marcos Veiga dos Santos.

Para tanto, os isolados obtidos nos meios de cultura priméarios foram
recultivados em novas placas com o objetivo de purificar e individualizar as col6nias,
além de obter massa bacteriana de reisolamento recente. Para a técnica de MALDI-TOF
MS, trés a quatro coldnias recém isoladas (24 a 48h) foram submetidas a extragdo com
20-40pL de éacido férmico (70%) e centrifugadas, visando a lise bacteriana e liberacéo
de proteinas (predominantemente de origem ribossomal) e formacdo de ions,
necessarios para a formacéo dos espectros bacterianos. Cerca de 15 minutos depois, foi
adicionado em cada amostra 20-40uL de acetromil (100% P.A.) na mesma propor¢ao

do acido férmico (1:1), seguido de nova centrifugacao.

Em seguida, 1pL da solugdo de cada amostra foi adicionado em placas
especificas contendo 96 pocgos (Bruker e Daltonics™, Bremen, Alemanha), que foram
mantidas em temperatura ambiente por ~15 minutos para secagem. Os pogos com as
amostras secas foram cobertos com 1pL de solugdo matriz (&cido 2-ciano-4-

hidroxicindmico diluido a 50% de acetromil e 2,5% de &cido trifluoracético). As placas
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foram dispostas no receptaculo do equipamento MALDI-TOF MS™ (Bruker e
Daltonics™, Bremen, Alemanha), operado com 337-nm de laser.

Os dados dos espectros foram analisados entre 2.000-20.000m/z, usando o
software FlexControl 3.3. A caracterizacdo de género e espécie foi considerada para
espectros > 1,7 e > 2,0, respectivamente (BARREIRO et al., 2010; GONCALVES et al.,
2014).

4.5 Sequenciamento genético em larga escala (NGS)

O NGS foi realizado em amostras de cavidade oral e de leito ungueal (pool das
dez falanges anteriores) de 20 gatos selecionados aleatoriamente (um a cada cinco),
utilizando suabes e tubos com solucdo tampéo préprios cedidos pelo fabricante. As
amostras foram armazenadas em temperatura ambiente e encaminhadas ao laboratério
Neoprospecta - Microbiome Technologies®, Floriandpolis, SC, em até 30 dias pos-
colheita.

Foram realizadas duas etapas de PCR, utilizando primers das regides V3-V4 do
gene 16S rRNA em aparelho Illumina (Illumina, Inc., San Diego, EUA). As reacdes
foram realizadas em triplicata utilizando Platinum Taq (Invitrogen, Foster, EUA), com
as seguintes condicGes de ciclos: 95°C por 5 minutos, 25 ciclos a 95°C por 45 segundos,
55°C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos (PCR1); 95°C por 5 minutos, 10 ciclos a
95°C por 45 segundos, 66°C por 30 segundos e 72°C por 2 minutos (PCR2). Para
comparacdo foi usado o protocolo Illumina 16S (Illumina Technical Note 15044223
Rev. B).

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

no Kit.
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4.6 Perfil de sensibilidade microbiana in vitro

Os isolados de origem bacteriana foram submetidos ao teste de sensibilidade
microbiana in vitro pelo método de difusdo com discos e as leituras realizadas seguindo
as recomendac6es do Clinical Laboratory Standards Institute — CLSI (CLSI, 2020).

Para cada grupo de micro-organismos foram testados diferentes antimicrobianos
(Oxoid, Basingstoke, Reino Unido) respeitando 0 minimo de um farmaco pertencente a
cada classe de antimicrobianos recomendados para o grupo ou espécies dos isolados
(CLSI, 2020). Ademais, foram adicionados antimicrobianos recomendados para
infeccbes em felinos, pertencentes aos mesmos grupos de farmacos supracitados (CLSI
VET, 2018) (Anexo Il). Os grupamentos foram realizados de acordo com a
classificacdo taxondmica dos agentes, particularmente em nivel de familia e ordem
(NCBI, 2023).

Foram considerados multirresistentes os isolados de origem bacteriana que
apresentaram resisténcia > 3 classes diferentes de antimicrobianos recomendados para o
grupo ou espécie, pelo método de difusdo com discos (MAGIORAKOS et al., 2012).
Resultados intermediérios ndo foram considerados na anélise de multirresisténcia dos

isolados.

4.7 Isolamento seletivo de MRSA e MRSP e deteccdo dos genes de resisténcia mecA

e mecC para identifica¢do de isolados meticilina-resistentes

Todos os isolados identificados como Staphylococcus aureus e S.
pseudintermedius pela espectrometria de massas foram submetidos ao cultivo seletivo
em placas com meio agar cromogénico MRSA (Probac, Sdo Paulo, Brasil). As col6nias
que apresentaram isolamento no meio seletivo foram submetidas & detec¢do dos genes
mecA (NAKAGAWA et al., 2005) e mecC (PATERSON et al., 2012) para confirmagéo
diagnostica molecular de Staphylococcus aureus e Staphylococcus pseudintermedius
meticilina-resistentes (Tabela 1) no Laboratério de Microbiologia do Instituto de
Biociéncias da UNESP/Botucatu, SP, pela técnica de PCR, sob responsabilidade da
Profa. Associada Vera Lucia Mores Rall.

Em todas as reagGes, amostras ATCC® 43300 S. aureus subespécie aureus e
Agua Livre de DNA (QIAGEN, Hilden, Alemanha) foram utilizadas como controle

positivo e negativo, respectivamente (SILVA et al., 2023).
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457  Tabela 1. Genes, sequéncias de nucleotideos e tamanho dos produtos para identificacdo
458  de estafilococos meticilina-resistentes isolados da cavidade oral e leito ungueal de
459  gatos.
460
Gene Primer Sequéncia (5'-3") Tamanhc()b%c)) produto Referéncia
ecA mecA-F TGG TAT GTG GAAGTT AGATTG GGA T 155 NAKAGAWA et al.
mecA-R  CTAATC TCATAT GTG TTC CTG TAT TGG C (2005)
mecC-F CAT TAA AAT CAG AGC GAG GC PATERSON et al.
mecC 188
mecC-R TGG CTG AAC CCATTT TTG AT (2012)
461
462
463

464
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5. RESULTADOS

5.1 Isolamento de micro-organismos de origem bacteriana e fangica

No total, 866 micro-organismos de origem bacteriana e 33 leveduras isolados
nas amostras de cavidade oral (476/866 = 55% e 19/33 = 57,6%, respectivamente) e
leito ungueal (390/866 = 45% e 14/33 = 42,4%, respectivamente) foram encaminhados
para identificacdo por espectrometria de massas. Do total de isolados bacterianos,
22,5% (195/866) ndo foram passiveis de identificacdo pelo banco de dados de espectros
do aparelho de espectrometria de massas, dos quais 133 isolados das secrecfes orais e
62 das secregBes ungueais, resultando em 343 e 328 isolados identificados,

respectivamente.

Os principais micro-organismos identificados por MALDI-TOF MS nas
amostras de cavidade oral (n=343) foram: Neisseria animaloris (37/343 = 10,8%),
Staphylococcus felis (29/343 = 8,5%), Pasteurella multocida (24/343 = 7%),
Streptococcus minor (20/343 = 5,8%) e Pasteurella dagmatis (19/343 = 5,5%) (Tabelas
2 e 3), e nas amostras de leito ungueal (n=328) prevaleceram: Staphylococcus
pettenkoferi (44/328 = 13,4%), Staphylococcus felis (21/328 = 6,4%), Staphylococcus
simulans (19/328 = 5,8%), Staphylococcus epidermidis (18/328 = 5,5%) e Pantoea sp.
(17/328 = 5,2%) (Tabelas 4 e 5).

Leveduras foram isoladas em 19 amostras de cavidade oral: Candida albicans
(13/19 = 68,4%), Candida parapsilosis (2/19 = 10,5%), Rhodotorula mucilaginosa
(2/19 = 10,5%), Candida tropicalis (1/19 = 5,3%) e Naganishia liquefaciens (1/19 =
5,3%) e em 12 amostras de leito ungueal, sendo que duas apresentaram duas espécies
distintas, totalizando 14 isolados: Rhodotorula mucilaginosa (8/14 = 57,2%), Candida
parapsilosis (3/14 = 21,5%), Candida orthopsilosis (1/14 = 7,1%), Malassezia
pachydermatis (1/14 = 7,1%) e Yarrowia galli (1/14 = 7,1%).

Fungos filamentosos foram isolados em 9 amostras de cavidade oral: Aspergillus
niger (5/9 = 55,6%), A. fumigatus (2/9 = 22,2%), A. flavus (1/9 = 11,1%) e A. terreus
(1/9 = 11,1%), e em 35 amostras de leito ungueal: Aspergillus niger (15/35 = 42,8%), A.
fumigatus (8/35 = 22,9%), A. flavus (4/35 = 11,4%), A. terreus (4/35 = 11,4%),
Arthroderma benhamiae (2/35 = 5,7%), Curvularia sp. (1/35 = 2,9%) e Microsporum
sp. (1/35 = 2,9%).
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TABELA 2. Frequéncia de micro-organismos de origem bacteriana obtidos de suabes
de cavidade oral de 100 gatos aparentemente higidos, diagnosticados por espectrometria
de massas (MALDI-TOF MS).

Micro-organismo N %
Neisseria animaloris 37 10,8
Staphylococcus felis 29 8,5
Pasteurella multocida 24 7,0
Streptococcus minor 20 58
Pasteurella dagmatis 19 5,5
Frederiksenia canicola 13 3,8
Staphylococcus aureus 12 3,5
Pasteurella stomatis 11 3,2
Staphylococcus xylosus 10 2,9
Enterococcus faecalis 8 2,3
Escherichia coli 8 2,3
Enterococcus hirae 5 1,5
Pantoea agglomerans 5 1,5
Staphylococcus epidermidis 5 1,5
Staphylococcus pettenkoferi 5 1,5
Aeromonas hydrophila 4 1,2
Bordetella bronchiseptica 4 1,2
Enterococcus faecium 4 1,2
Escherichia vulneris 4 1,2
Staphylococcus hominis 4 1,2
Staphylococcus sciuri 4 1,2
Staphylococcus simulans 4 1,2
Streptococcus pyogenes 4 1,2
Streptococcus suis 4 1,2
Outrost 96 28,0
Total 343 100

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

1 = Acinetobacter sp. (n=3), Pseudomonas stutzeri (n=3), Staphylococcus pseudintermedius (n=3),
Acinetobacter johnsonii (n=2), Acinetobacter Iwoffii (n=2), Aeromonas caviae (n=2), Canibacter oris
(n=2), Corynebacterium felinum (n=2), Enterobacter cloacae (n=2), Enterococcus casseliflavus (n=2),
Leclercia adecarboxylata (n=2), Moraxella osloensis (n=2), Neisseria canis (n=2), Pseudomonas
koreensis (n=2), Pseudomonas mendocina (n=2), Pseudomonas sp. (n=2), Rothia nasimurium (n=2),
Staphylococcus arlettae (n=2), Staphylococcus fleurettii (n=2), Staphylococcus haemolyticus (n=2),
Staphylococcus saprophyticus (n=2), Staphylococcus warneri (n=2), Achromobacter xylosoxidans (n=1),
Acinetobacter baumannii (n=1), Acinetobacter calcoaceticus (n=1), Acinetobacter haemolyticus (n=1),
Acinetobacter radioresistens (n=1), Acinetobacter schindleri (n=1), Acinetobacter ursingii (n=1),
Actinomyces oris (n=1), Aerococcus viridans (n=1), Bacillus megaterium (n=1), Carnobacterium
maltaromaticum (n=1), Citrobacter freundii (n=1), Corynebacterium sp. (n=1), Enterobacter asburiae
(n=1), Haemophilus parainfluenzae (n=1), Klebsiella oxytoca (n=1), Klebsiella pneumoniae (h=1),
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Lactobacillus pentosus (n=1), Lactobacillus salivarius (n=1), Macrococcus canis (n=1), Micrococcus
luteus (n=1), Neisseria zoodegmatis (n=1), Pantoea ananatis (n=1), Pantoea sp. (n=1), Pasteurella oralis
(n=1), Phytobacter ursingii (n=1), Proteus hauseri (n=1), Providencia alcalifaciens (n=1), Providencia
rettgeri (n=1), Pseudescherichia sp. (n=1), Pseudomonas aeruginosa (n=1), Pseudomonas alcaligenes
(n=1), Pseudomonas fluorescens (n=1), Pseudomonas putida (n=1), Pseudomonas synxantha (n=1),
Psychrobacter immobilis (n=1), Psychrobacter pulmonis (h=1), Psychrobacter sanguinis (n=1), Rahnella
aquatilis (n=1), Raoultella ornithinolytica (n=1), Raoultella planticola (n=1), Staphylococcus capitis
(n=1), Staphylococcus chromogenes (n=1), Staphylococcus equorum (n=1), Staphylococcus lugdunensis
(n=1), Staphylococcus nepalensis (n=1), Streptococcus oralis (n=1), Streptococcus sp. (n=1), Weissella
cibaria (n=1).
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528 TABELA 3. Grupos de bactérias identificadas por espectrometria de massas em
529  amostras de cavidade oral de 100 gatos aparentemente higidos.

530
Ordem (Familias)* Espécies N %
Enterobacterales (Enterobacteriaceae?, Morganellaceae?, Yersiniaceae?)
I1Citrobacter freundii 1 0,3
1Enterobacter asburiae, E. cloacae 3 0,9
1Escherichia coli, E. vulneris 12 3,5
IKlebsiella oxytoca, K. pneumoniae 2 0,6
ILeclercia adecarboxylata 2 0,6
!Pantoea agglomerans, P. ananatis, Pantoea sp. 7 2,0
IPhytobacter ursingii 1 0,3
!Pseudescherichia sp. 1 0,3
'Raoultella ornithinolytica, R. planticola 2 0,6
2Proteus hauseri 1 0,3
2Providencia alcalifaciens, P. rettgeri 2 0,6
SRahnella aquatilis 1 0,3
Subtotal 35 10,2
Moraxellales (Moraxellaceae?); Neisseriales (Neisseriaceae?); Pasteurellales (Pasteurellaceae?)
1Acin_e_3tobacte_r bau_mannii, A. ca}lcoacgticu_s, A haemolyticus,__A. jo_hnsonii, A 13 38
Iwoffii, A. radioresistens, A. schindleri, Acinetobacter ursungii, Acinetobacter sp. '
IMoraxella osloensis 2 0,6
psychrobacter immobilis, P. pulmonis, P. sanguinis 3 0,9
2Neisseria animaloris, N. canis, N. zoodegmatis 40 11,7
3Frederiksenia canicola 13 3,8
3Haemophilus parainfluenzae 1 0,3
3pasteurella dagmatis, P. multocida, P. oralis, P. stomatis 55 16,0
Subtotal 127 37,0
Aeromonadales (Aeromonadaceae?); Burkholderiales (Alcaligenaceae?); Pseudomonadales (Pseudomonadaceae?)
TAeromonas caviae, A. hydrophila 6 1,7
2Achromobacter xylosoxidans 1 0,3
2Bordetella bronchiseptica 4 1,2
3Pseudo_monas aeruginosa, P. alcaligenes, P. fluorescens, P. koreensis, P. 14 a1
mendocina, P. putida, P. stutzeri, P. synxantha, Pseudomonas sp. !
Subtotal 25 7,3
Bacillales (Bacillaceae?, Staphylococcaceae?)
!Bacillus megaterium 1 0,3
2Macrococcus canis 1 0,3
2Staphylococcus arlettae, S. aureus, S. capitis, S. chromogenes, S. epidermidis, S.
equorum, S. felis, S. fleun_attii, S. hagmolyticu_s, S. hominis, S. _Iugdunensﬁs,_S. 91 26.5
nepalensis, S. pettenkoferi, S. pseudintermedius, S. saprophyticus, S. sciuri, S. '
simulans, S. warneri, S. xylosus
Subtotal 93 27,1
Actinomycetales (Actinomycetaceae!, Corynebacteriaceae?); Lactobacillales (Aerococcaceae?, Carnobacteriaceae?,
Enterococcaceae®, Lactobacillaceae®, Streptococcaceae’); Micrococcales (Microbacteriaceae®, Micrococcaceae®)
tActinomyces oris 1 0,3
2Corynebacterium felinum, Corynebacterium sp. 3 0,9
3Aerococcus viridans 1 0,3
4Carnobacterium maltaromaticum 1 0,3
SEnterococcus casseliflavus, E. faecalis, E. faecium, E. hirae 19 55
6Lactobacillus pentosus, L. salivarius 2 0,6
8\Weissella cibaria 1 0,3
"Streptococcus minor, S. oralis, S. pyogenes, S. suis, Streptococcus sp. 30 8,7
8Canibacter oris 2 0,6
9Micrococcus luteus 1 0,3
9Rothia nasimurium 2 0,6
Subtotal 63 18,4
Total Geral 343 100
531

532 * https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi
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TABELA 4. Frequéncia de micro-organismos de origem bacteriana obtidos de suabes
de leito ungueal de 100 gatos aparentemente higidos, diagnosticados por espectrometria
de massas (MALDI-TOF MS).

Micro-organismo N %
Staphylococcus pettenkoferi 44 13,4
Staphylococcus felis 21 6,4
Staphylococcus simulans 19 5,8
Staphylococcus epidermidis 18 55
Pantoea sp. 17 5,2
Staphylococcus aureus 10 3,0
Staphylococcus xylosus 10 3,0
Bacillus megaterium 8 2,4
Escherichia coli 8 2,4
Pseudomonas sp. 8 2,4
Staphylococcus saprophyticus 8 2,4
Enterococcus faecium 7 2,1
Pseudomonas stutzeri 6 1,8
Streptococcus lutetiensis 6 1,8
Leclercia adecarboxylata 5 1,5
Pantoea agglomerans 5 1,5
Psychrobacter pulmonis 5 1,5
Staphylococcus nepalensis 5 1,5
Lactobacillus murinus 4 1,2
Acinetobacter lwoffii 3 0,9
Bacillus cereus 3 0,9
Bacillus pumilus 3 0,9
Enterococcus faecalis 3 0,9
Enterococcus hirae 3 0,9
Psychrobacter sanguinis 3 0,9
Staphylococcus capitis 3 0,9
Staphylococcus caprae 3 0,9
Staphylococcus cohnii 3 0,9
Staphylococcus pseudintermedius 3 0,9
Staphylococcus warneri 3 0,9
Outros* 81 24,7
Total 328 100

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

1 = Acinetobacter sp. (n=2), Enterobacter cloacae (n=2), Escherichia vulneris (n=2), Jeotgalicoccus
halotolerans (n=2), Lactococcus gavieae (n=2), Lysinibacillus fusiformis (n=2), Moraxella osloensis
(n=2), Pseudomonas abietaniphila (n=2), Pseudomonas fulva (n=2), Pseudomonas koreensis (n=2),
Pseudomonas mendocina (n=2), Pseudomonas putida (n=2), Psychrobacter sp. (n=2), Staphylococcus
arlettae (n=2), Staphylococcus equorum (n=2), Staphylococcus haemolyticus (n=2), Staphylococcus
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hominis (n=2), Achromobacter mucicolens (n=1), Acinetobacter baumannii (n=1), Acinetobacter
johnsonii (n=1), Acinetobacter pittii (n=1), Acinetobacter radioresistens (n=1), Acinetobacter schindleri
(n=1), Aerococcus viridans (n=1), Arthrobacter oxydans (n=1), Bacillus altitudinis (n=1), Bacillus
licheniformis (n=1), Corynebacterium ammoniagenes (n=1), Corynebacterium singulare (n=1),
Enterobacter cancerogenus (n=1), Enterobacter kobei (n=1), Exiguobacterium aurantiacum (n=1),
Exiguobacterium mexicanum (n=1), Klebsiella oxytoca (n=1), Kocuria rhizophila (n=1), Lactobacillus
coleohominis (n=1), Lactobacillus johnsonii (n=1), Lactobacillus salivarius (n=1), Massilia oculi (h=1),
Massilia timonae (n=1), Moraxella canis (n=1), Moraxella sp. (n=1), Pantoea stewartii (n=1),
Pasteurella multocida (n=1), Providencia alcalifaciens (n=1), Pseudomonas aeruginosa (n=1),
Pseudomonas brassicacearum (n=1), Pseudomonas chlororaphis (n=1), Pseudomonas monteilii (n=1),
Pseudomonas xanthomarina (n=1), Psychrobacter alimentarius (n=1), Psychrobacter faecalis (n=1),
Roseomonas mucosa (n=1), Serratia plymuthica (n=1), Sporosarcina luteola (n=1), Staphylococcus
gallinarum (n=1), Staphylococcus lentus (n=1), Staphylococcus lugdunensis (n=1), Staphylococcus
schleiferi (n=1), Staphylococcus sciuri (n=1), Stenotrophomonas maltophilia (n=1), Streptococcus minor
(n=1), Streptococcus salivarius (n=1), Weissella cibaria (n=1).
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se1  TABELA 5. Grupos de bactérias identificadas por espectrometria de massas em

562  amostras de leito ungueal de 100 gatos aparentemente higidos.

563
Ordem (Familias)*  Espécies N %
Enterobacterales (Enterobacteriaceae?, Morganellaceae?, Yersiniaceae?)
!Enterobacter cancerogenus, E. cloacae, E. kobei 4 1,2
1Escherichia coli, E. vulneris 10 3,0
!Klebsiella oxytoca 1 0,3
!Leclercia adecarboxylata 5 15
!Pantoea agglomerans, P. stewartii, Pantoea sp. 23 7,0
2Providencia alcalifaciens 1 0,3
3Serratia plymuthica 1 0,3
Subtotal 45 13,7
Moraxellales (Moraxellaceae?); Pasteurellales (Pasteurellaceae?)
tAcinetobacter baumannii, A. johnsonii, A. Iwoffii, A. pittii, A. radioresistens, A.
schindleri, Acinetobacter sp. 10 3,0
!Moraxella canis, M. osloensis, Moraxella sp. 4 1,2
!Psychrobacter alimentarius, P. faecalis, P. pulmonis, P. sanguinis, Psychrobacter sp. 12 3,7
2Pasteurella multocida 1 0,3
Subtotal 27 8,2
Burkholderiales (Alcaligenaceae!, Oxalobacteraceae?); Pseudomonadales (Pseudomonadaceae®); Rhodospirillales
(Acetobacteraceae®); Xanthomonadales (Xanthomonadaceae®)
tAchromobacter mucicolens 1 0,3
2Massilia oculi, M. timonae 2 0,6
3Pseudomonas abietaniphila, P. aeruginosa, P. brassicacearum, P. chlororaphis, P.
fulva, P. koreensis, P. mendocina, P. monteilii, P. putida, P. stutzeri, P. xanthomarina, 29 8,8
Pseudomonas sp.
4Roseomonas mucosa 1 0,3
5Stenotrophomonas maltophilia 1 0,3
Subtotal 34 10,4
Bacillales (Bacillaceae?, Planococcaceae?, Staphylococcaceae®)
!Bacillus altitudinis, B. cereus, B. licheniformis, B. megaterium, B. pumilus 16 4,9
1Exiguobacterium aurantiacum, E. mexicanum 2 0,6
Lysinibacillus fusiformis 2 0,6
2Sporosarcina luteola 1 0,3
3Jeotgalicoccus halotolerans 2 0,6
3Staphylococcus arlettae, S. aureus, S. capitis, S. caprae, S. cohnii, S. epidermidis, S.
equorum, S._ felis, S. gallinar_um, S. hagmolyticu_s, S. hominis, S. _Ientus, S. Iug_dun_ensis, 163 497
S. nepalensis, S. pettenkoferi, S. pseudintermedius, S. saprophyticus, S. schleiferi, S. '
simulans, S. warneri, S. xylosus
Subtotal 186 56,7
Actinomycetales (Corynebacteriaceae!); Lactobacillales (Aerococcaceae?, Enterococcaceae®, Lactobacillaceae?,
Streptococcaceae®); Micrococcales (Micrococcaceae®)
!Corynebacterium ammoniagenes, C. singulare 2 0,6
2Aerococcus viridans 1 0,3
3Enterococcus faecalis, E. faecium, E. hirae 13 4.0
4Lactobacillus coleohominis, L. johnsonii, L. murinus, L. salivarius 7 2,1
“Weissella cibaria 1 0,3
SLactococcus gavieae 2 0,6
SStreptococcus lutetiensis, S. minor, S. salivarius 8 2,4
SArthrobacter oxydans 1 0,3
®Kocuria rhizophila 1 0,3
Subtotal 36 11,0
Total Geral 343 100
564

565 * https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi
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5.2 Sequenciamento genético em larga escala

O NGS foi realizado em 40 amostras (20 de cavidade oral e 20 de leito ungueal).
Os resultados revelaram, além das especies identificadas, o0 numero total de unidades
taxonémicas operacionais (UTQO) em cada amostra, que variou entre 229 e 116577 nas
amostras de cavidade oral (total = 354521; média = 17726) (Tabela 6 e Figura 1) e entre
11 e 18344 nas amostras de leito ungueal (total = 110335; média = 5516) (Tabela 7 e
Figura 2).
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575
Identificagdo do gato (nimero total de UTOs)
Gato 5 Gato 10 Gato 15 Gato 20 Gato 25 Gato 30 Gato 35 Gato 40 Gato 45 Gato 50
Micro-organismo (116577) (1559) (229) (27515) (5705) (4739) (18182) (16342) (6639) (7257)
N % N % N % N % N % N % N % N % N % N %

Bergeyella 1137 0,98 109 6,99 0 0 4060 14,76 191 3,35 509 10,74 52 0,29 481 2,94 116 1,75 37 0,51
Capnocytophaga 1625 1,39 47 3,01 8 3,49 1319 4,79 59 1,03 26 0,55 419 2,3 370 2,26 53 0,8 120 1,65
Citrobacter 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Conchiformibius 5420 4,65 401 25,72 0 0 3387 12,31 466 8,17 634 13,38 22 0,12 603 3,69 386 5,81 251 3,46
Fusobacterium 10756 923 278 17,83 34 1485 1027 3,73 161 2,82 50 1,06 3015 16,58 1204 7,37 817 12,31 615 8,47
Moraxella 8397 7,2 238 1527 52 22,71 4170 15,16 971 17,02 236 4,98 1159 6,37 2548 15,59 1423 21,43 1855 25,56
Neisseria 263 0,23 77 494 18 7,86 917 3,33 36 0,63 24 0,51 511 2,81 528 3,23 40 0,6 136 1,87
Pasteurella 7214 6,19 111 7,12 6 2,62 2763 10,04 1379 24,17 1710 36,08 657 3,61 4445 27,2 126 19 118 1,63
Porphyromonas 25029 2147 222 1424 71 31 1318 4,79 774 13,57 296 6,25 6912 38,02 1066 6,52 1458 21,96 1283 17,68
Streptobacillus 9726 8,34 6 0,38 0 0 26 0,09 11 0,19 5 0,11 9 0,05 1102 6,74 61 0,92 6 0,08

576

577 UTO = Unidade taxondmica operacional

578 * = minimo de 4% de frequéncia em, pelo menos, uma amostra.

579 N = Ndmero de UTOs pertencentes ao respectivo género.

580 % = Porcentagem do nimero de UTOs de um género em relagdo ao total de UTOs da respectiva amostra.

581
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Identificagdo do gato (nUmero total de UTOs)

Gato 55 Gato 60 Gato 65 Gato 70 Gato 75 Gato 80 Gato 85 Gato 90 Gato 95 Gato 100
Micro-organismo (14884) (22283) (14392) (10914) (21903) (14392) (23647) (13607) (6919) (6836)
N % N % N % N % N % N % N % N % N % N %

Bergeyella 115 0,77 592 2,66 53 0,37 73 0,67 25 011 272 1,89 37 0,16 877 6,45 587 8,48 130 1,9
Capnocytophaga 804 54 558 25 95 0,66 51 0,47 9 004 260 1,81 15 0,06 200 1,47 56 0,81 178 2,6
Citrobacter 3 0,02 1 0,01 4 0,03 2 0,02 5 0,02 1 0,01 18767 79,36 18 0,13 149 2,15 0 0
Conchiformibius 496 3,33 0 0 2031 1411 4749 4351 181 0,83 904 6,28 1845 7,8 501 3,68 2859 41,32 866 12,67
Fusobacterium 2649 17,8 3727 16,73 4245 29,5 343 314 640 292 1695 11,78 677 2,86 1663 12,22 474 6,85 579 8,47
Moraxella 2930 19,69 8934 40,1 879 6,11 301 2,76 173 0,79 4184 29,07 268 1,13 1293 9,5 752 10,87 1890 27,65
Neisseria 1260 8,47 530 2,38 40 0,28 116 1,06 28 013 248 1,72 15 0,06 321 3,83 26 0,38 52 0,76
Pasteurella 608 4,08 387 1,74 107 0,74 98 0,9 53 0,24 710 4,93 36 0,15 869 6,39 30 0,43 577 8,44
Porphyromonas 2651 17,81 5693 25,55 228 1,58 77 0,71 24 0,11 628 4,36 119 0,5 2942 21,62 39 0,56 854 12,49
Streptobacillus 17 0,11 0 0 440 3,06 25 0,23 169 0,77 877 6,09 183 0,77 630 4,63 71 1,03 166 2,43

584

585 UTO = Unidade taxondmica operacional
586 * = minimo de 4% de frequéncia em, pelo menos, uma amostra.

587 N = Ndmero de UTOs pertencentes ao respectivo género.

588 % = Porcentagem do nimero de UTOs de um género em relagdo ao total de UTOs da respectiva amostra.
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FIGURA 1. Abundancia relativa dos géneros de micro-organismos mais frequentes identificados por NGS em amostras de cavidade oral de 20

gatos aparentemente higidos.
*Qutros = Géneros menos frequentes: Actinomyces, Bartonella, Campylobacter, Clostridium, Corynebacterium, Enterococcus, Mycoplasma e

Streptobacillus.
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Identificagdo do gato (numero total de UTOs)

Gato 5 Gato 10 Gato 15 Gato 20 Gato 25 Gato 30 Gato 35 Gato 40 Gato 45 Gato 50
Micro-organismo (493) (7501) (161) (11) (614) (649) (758) (20) (8347) (8837)
N % N % N % % N % N % N % N % N % N %
2Acinetobacter 50 10,14 0 0 4 2,48 0 23 3,75 14 2,16 0 0 0 0 0 0 0 0
2Bifidobacterium 0 0 693 9,24 0 0 0 0 0 0 0 8 1,06 9 45 0 0 0 0
IEnterobacteriaceae 312 63,29 6 0,08 42 26,09 18,18 178 28,99 143 22,03 7 0,92 5 25 6 0,07 11 0,12
2Fusobacterium 0 0 5 0,07 27 16,77 0 198 32,25 0 0 0 0 0 0 1099 13,17 225 2,55
2| actobacillus 14 2,84 3871 51,61 0 0 0 0 0 0 0 18 2,37 0 0 265 3,17 2 0,02
2 ysinibacillus 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 2391 28,65 6072 68,71
2Megasphera 0 0 727 9,69 0 0 0 0 0 0 0 0 0 6 30 0 0 0 0
2Moraxella 0 0 176 2,35 38 23,6 0 20 3,26 10 1,54 0 0 0 0 194 2,32 162 1,83
2Neisseria 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 690 91,03 0 0 36 0,43 11 0,12
2Porphyromonas 4 0,81 9 0,12 30 18,63 0 18 2,93 0 0 0 0 0 0 1130 13,54 283 3,2
2Staphylococcus 11 2,23 1 0,01 14 8,7 0 77 12,54 209 32,2 0 0 0 0 20 0,24 119 1,35

597

598 UTO = Unidade taxondmica operacional

599 * = minimo de 10% de frequéncia em, pelo menos, uma amostra.

600 N = Numero de UTOs pertencentes ao respectivo género ou familia.

601 % = Porcentagem do nimero de UTOs de um género ou familia em relag&o ao total de UTOs da respectiva amostra.

602
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603 TABELA 7 (continuacdo). Familial e géneros? bacterianos identificados por NGS* em amostras de leito ungueal de 20 gatos aparentemente
604  higidos.
Identificagdo do gato (nimero total de UTOs)
Gato 55 Gato 60 Gato 65 Gato 70 Gato 75 Gato 80 Gato 85 Gato 90 Gato 95 Gato 100
Micro-organismo (12414) (18344) (3828) (8100) (2358) (6440) (7221) (3398) (12908) (7933)
N % N % N % N % N % N % N % N % N % N %
2Acinetobacter 4 0,03 5 003 501 1309 217 268 112 474 108 168 276 382 417 1227 55 0,43 43 0,54
2Bifidobacterium 1457 1174 2237 1219 7 018 14 017 12 051 90 1,4 22 0,3 2 0,09 7 0,05 0 0
lEnterobacteriaceae 238 1,92 116 063 8 225 51 063 143 605 78 121 84 116 69 203 55 0,43 58 0,73
2Fusobacterium 83 0,67 9 005 26 068 84 104 4 017 741 1149 261 361 33 097 4861 3766 1723 2172
2L actobacillus 76 0,61 825 4,5 20 0,52 6 007 45 191 585 9,07 45 062 116 341 8 0,06 0 0
2Lysinibacillus 0 0 0 0 5 0,13 1 00 1 0,04 0 0 6 0,08 3 0,09 0 0 0 0
2Megasphera 3082 24,83 8153 4445 2 005 95 1,17 5 021 169 2,62 9 0,12 5 0,15 1 0,01 0 0
2Moraxella 45 0,36 2 001 36 094 20 025 48 203 212 329 235 325 32 094 503 3,9 249 3,14
2Neisseria 28 0,23 0 0 21 055 4 005 1 004 13 0,2 24 033 70 206 32 0,25 23 0,29
2Porphyromonas 110 0,89 7 004 22 057 27 033 24 102 21 033 52 072 40 1,8 333 2,58 433 5,46
2Staphylococcus 40 0,32 69 0,38 486 12,7 453 559 816 3455 746 1157 1693 2344 263 7,74 54 0,42 115 1,45
605
606 UTO = Unidade taxondmica operacional

607
608
609

* = minimo de 10% de frequéncia em, pelo menos, uma amostra.

N = Numero de UTOs pertencentes ao respectivo género ou familia.

% = Porcentagem do nimero de UTOs de um género ou familia em relag&o ao total de UTOs da respectiva amostra.
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FIGURA 2. Abundancia relativa da familia e géneros de micro-organismos mais frequentes identificadas por NGS em amostras de leito ungueal

de 20 gatos aparentemente higidos.
*Qutros = Géneros menos frequentes: Bacillus, Bartonella, Campylobacter, Capnocytophaga, Clostridium, Conchiformibius, Corynebacterium,

Enterococcus, Lactobacillus, Mycobacterium, Pasteurella, Pseudomonas, Rhodococcus, Streptococcus e Treponema.
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5.3 Teste de sensibilidade microbiana in vitro dos isolados

O perfil de sensibilidade aos antimicrobianos das principais familias de bactérias

identificadas nos gatos amostrados esta sumariado na Tabela 8.

Cloranfenicol foi o farmaco mais eficaz diante das enterobactérias (76/80 =
95%), seguido de marbofloxacino (75/80 = 93,7%) e sulfametoxazol/trimetoprim (73/80
= 91,3%). Os demais antimicrobianos testados para estes micro-organismos

apresentaram eficacia varavel, porém nenhuma < 70%.

Em geral, as espécies dos géneros Moraxella, Neisseria e Pasteurella
apresentaram alta sensibilidade aos derivados p-lactamicos (amoxicilina/acido
clavulanico, 153/154 = 99,4%; benzilpenicilina, 145/154 = 94,2% e cefotaxima,
138/154 = 89,6%). Em contraste, apresentaram resisténcia variavel diante de
sulfametoxazol/trimetoprim (46/154 = 29,9%) e acido nalidixico (38/154 = 22,8%).

Espécies do género Pseudomonas apresentaram alta sensibilidade para 0s
aminoglicosideos (amicacina, 57/59 = 96,6%; tobramicina, 53/59 = 89,8%),
carbapenémicos (imipenem, 55/59 = 93,2%; meropenem, 52/59 = 88,1%) e
levofloxacino (54/59 = 91,5%). No entanto, os isolados apresentaram alta resisténcia
para aztreonam (17/59 = 28,8%).

Em relacdo ao grupo representado pelos estafilococos, os antimicrobianos mais
eficazes foram linezolida (268/279 = 96,1%) e fluoroquinolonas (levofloxacino,
263/279 = 94,3% e marbofloxacino, 258/279 = 92,5%). Em contraste, os isolados
apresentaram maior resisténcia para cefoxitina (78/279 = 28%) e imipenem (78/279 =
28%).

As espécies de estreptococos e outros cocos gram-positivos apresentaram
resisténcia variavel aos diferentes antimicrobianos testados, como vancomicina (57/99 =
57,6%) e sulfametoxazol/trimetoprim (55/99 = 55,6%), enquanto os farmacos mais
eficazes para estes micro-organismos foram linezolida (56/99 = 56,6%) e levofloxacino
(55/99 = 55,6%).

A multirresisténcia foi observada em 17% (114/671) dos isolados bacterianos,
dos quais 66 foram obtidos das amostras de cavidade oral (66/343 = 19,2%) e 48 de
leito ungueal (48/328 = 14,6%). As espécies multirresistentes mais frequentes foram:
Enterococcus faecalis (11/11 = 100%), Enterococcus faecium (10/11 = 90,9%),
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Pasteurella multocida (9/25 = 36%), Enterococcus hirae (7/8 = 87,5%), Streptococcus
lutetiensis (6/6 = 100%) e Escherichia coli (5/16 = 31,2%).

5.4 ldentificacdo de Staphylococcus aureus e S. pseudintermedius meticilina-
resistentes

Vinte e dois isolados de S. aureus e seis de S. pseudintermedius foram
identificados por MALDI-TOF MS nos gatos amostrados e cultivados no meio agar
cromogénico MRSA. Ap0s 24 horas de incubacdo, nove (9/28 = 32,1%) apresentaram
isolamento no meio seletivo, dos quais seis S. aureus (6/22 = 27,3) e trés S.
pseudintermedius (3/6 = 50%), e foram submetidos a deteccdo dos genes de resisténcia
a meticilina.

A técnica de PCR detectou o gene mecA em trés (3/9 = 33,3%) isolados
testados, dos quais um S. aureus (1/22 = 4,5%) e dois S. pseudintermedius (2/6 =

33,3%). O gene mecC néo foi detectado em nenhum isolado.
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663  TABELA 8. Perfil de sensibilidade microbiana in vitro, pelo método de difusdo de discos, em 671 bactérias isoladas de cavidade oral (n = 343) e
664 leito ungueal (n = 328) de 100 gatos aparentemente higidos.

Familias de micro-organismos (NCBI, 2023)

Actinomycetaceage'®

. Aerococcaceael’
Acetobacteraceae C b : 18
: Aeromonadaceae? - arnobacteriaceae
Enterobacteriaceae! Moraxellaceae* : 9 Bacillaceae!® Corynebacteriaceae!®
) s 5 Alcaligenaceae 14 20
Morganellaceae Neisseriaceae o 10 Planococcaceae Enterococcaceae
- 3 6 xalobacteraceae 15 - 21
Yersiniaceae Pasteurellaceae 1 Staphylococcaceae Lactobacillaceae
_ _ Pseudomonadaceae -~ . - 2
(n=80) (n=154) Xanthomonadaceae!? (n=279) Microbacteriaceae
(n = 59) Micrococcaceae?
Streptococcaceae?
(n=99)
Classe Antimicrobiano S(%) 1(%) R((%) S(%) 1(%) R((%) S(%) 1(%) R((%) S(%) 1(%) R((%) S(%) 1(%) R (%)
. Lo Amicacina 70 28,8 1,2 - - - 96,6 1,7 1,7 90,7 0 9,3 - - -
Aminoglicosideos -
Tobramicina - - - - - - 89,8 1,7 8,5 - - - - - -
Anfenicois Cloranfenicol 95 1,2 3,8 - - - - - - - - - - - -
A Imipenem 76,2 20 3,8 - - - 93,2 3,4 3,4 72 0 28 - - -
Carbapenémicos
Meropenem - - - - - - 88,1 51 6,8 - - - - - -
Cefotaxima - - - 89,6 0 10,4 - - - - - - - - -
Cefovecin - - - 70,1 7.1 22,8 - - - - - - - - -
Cefalosporinas Cefoxitina - - - - - - - - - 72 0 28 - - -
Ceftazidima - - - - - - 81,4 0 18,6 - - - - - -
Ceftriaxona 774 13,8 8,8 - - - - - - - - - 47,5 0 52,5

Fluoroquinolonas

Glicopeptideos
Macrolideos
Monobactamicos
Oxazolidinonas

Penicilinas

Sulfonamidas
Tetraciclinas

Acido nalidixico
Ciprofloxacino
Enrofloxacino
Levofloxacino
Marbofloxacino

- - - 753 0 24,7 - - - - - - - - -
- - - 786 0 21,4 81,4 152 34 - - - - - -
- - - - - - 695 237 68 89 115 36 283 212 505
838 11,2 5 786 0 21,4 915 68 1,7 943 32 25 556 202 242
937 38 2,5 - - - - - - 92,5 5 25 394 222 384

Vancomicina - - - - - - - - - - - - 42,4 0 57,6
Eritromicina - - - - - - - - - 64,5 14,7 20,8 46,5 28,2 25,3
Aztreonam 9 25 75 - - - 576 13,6 288 - - - - - -

Linezolida - - - - - - - - - 96,1 0 39 56,6 0 43,4
Amoxicilina/ac. clavulanico 838 11,2 5 99,4 0 0,6 - - - - - - - - -

Benzilpenicilina - - - 94,2 0 5,8 - - - - - - 47,5 0 52,5
Sulfametoxazol/trimetoprim 91,3 1,2 75 70,1 0 29,9 - - - - - - 343 10,1 55,6
Tetraciclina - - - 88,3 0 11,7 - - - 87,5 25 10 354 191 455
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S = Sensivel; | = Intermediério; R = Resistente;

1 = Citrobacter freundii (n=1), Enterobacter asburiae (n=1), E. cancerogenus (n=1), E. cloacae (n=4), E. kobei (n=1), Escherichia coli (n=16), E. vulneris (n=6), Klebsiella oxytoca (n=2), K.
pneumoniae (n=1), Leclercia adecarboxylata (n=7), Pantoea sp. (n=18), P. agglomerans (n=10), P. ananatis (n=1), P. stewartii (n=1), Phytobacter ursingii (n=1), Pseudescherichia sp. (n=1),
Raoultella ornithinolytica (n=1), R. planticola (n=1); ? = Proteus hauseri (n=1), Providencia alcalifaciens (n=2), P. rettgeri (n=1); 2 = Rahnella aquatilis (n=1), Serratia plymuthica (n=1); * =
Acinetobacter sp. (n=5), A. baumannii (n=2), A. calcoaceticus (n=1), A. haemolyticus (n=1), A. johnsonii (n=3), A. Iwoffii (n=5), A. pittii (n=1), A. radioresistens (n=2), A. schindleri (n=1), A.
ursingii (n=1), Moraxella sp. (n=1), M. canis (n=1), M. osloensis (n=4), Psychrobacter sp. (n=2), P. alimentarius (n=1), P. faecalis (n=1), P. immobilis (n=1), P. pulmonis (n=6), P. sanguinis
(n=4); 5 = Neisseria animaloris (n=37), N. canis (n=2), N. zoodegmatis (n=1); ¢ = Frederiksenia canicola (n=13), Haemophilus parainfluenzae (n=1), Pasteurella dagmatis (n=19), P. multocida
(n=25), P. oralis (n=1), P. stomatis (n=11); ” = Roseomonas mucosa (n=1); 8 = Aeromonas caviae (n=2), A. hydrophila (n=4); °® = Achromobacter mucicolens (n=1), A. xylosoxidans (n=1),
Bordetella bronchiseptica (n=4); 1° = Massilia oculi (n=1), M. timonae (n=1); 1* = Pseudomonas sp. (n=10), P. abietaniphila (n=2), P. aeruginosa (n=2), P. alcaligenes (n=1), P. brassicacearum
(n=1), P. chlororaphis (n=1), P. fluorescens (n=1), P. fulva (n=2), P. koreensis (n=4), P. mendocina (n=4), P. monteilii (n=1), P. putida (n=3), P. stutzeri (n=9), P. synxantha (n=1), P.
xanthomarina (n=1); 12 = Stenotrophomonas maltophilia (n=1); 1* = Bacillus altitudinis (n=1), B. cereus (n=3), B. licheniformis (n=1), B. megaterium (n=9), B. pumilus (n=3), Exiguobacterium
aurantiacum (n=1), E. mexicanum (n=1), Lysinibacillus fusiformis (n=2); ** = Sporosarcina luteola (n=1); 1> = Jeotgalicoccus halotolerans (n=2), Macrococcus canis (n=1), Staphylococcus
arlettae (n=4), S. aureus (n=22), S. capitis (n=4), S. caprae (n=3), S. chromogenes (n=1), S. cohnii (n=3), S. epidermidis (n=23), S. equorum (n=3), S. felis (n=50), S. fleurettii (n=1), S.
gallinarum (n=1), S. haemolyticus (n=4), S. hominis (n=6), S. lentus (n=1), S. lugdunensis (n=2), S. nepalensis (n=6), S. pettenkoferi (n=49), S. pseudintermedius (n=6), S. saprophyticus (n=10),
S. schleiferi (n=1), S. sciuri (n=5), S. simulans (n=23), S. warneri (n=5), S. xylosus (n=20); 6 = Actinomyces oris (n=1); " = Aerococcus viridans (n=2); 8 = Carnobacterium maltaromaticum
(n=1); *® = Corynebacterium sp. (n=1), C. ammoniagenes (n=1), C. felinum (n=2), C. singulare (n=1); 2° = Enterococcus casseliflavus (n=2), E. faecalis (n=11), E. faecium (n=11), E. hirae
(n=8); %' = Lactobacillus coleohominis (n=1), L. johnsonii (n=1), L. murinus (n=4), L. pentosus (n=1), L. salivarius (n=2), Weissella cibaria (n=2); % = Canibacter oris (n=2); 2 = Arthrobacter
oxydans (n=1), Kocuria rhizophila (n=1), Micrococcus luteus (n=1), Rothia nasimurium (n=2); 2* = Lactococcus gavieae (n=2), Streptococcus sp. (n=1), S. lutetiensis (n=6), S. minor (n=21), S.

oralis (n=1), S. pyogenes (n=4), S. salivarius (n=1), S. suis (n=4).
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6. DISCUSSAO

O presente estudo identificou grande complexidade de micro-organismos de
origem bacteriana e fangica na cavidade oral e leito ungueal de 100 gatos
aparentemente higidos, incluindo agentes de potencial zoonético, utilizando meios de
cultura convencionais e seletivos, além de técnicas moleculares de vanguarda, como a
espectrometria de massas e NGS. Revelou, ainda, potencial risco de transmissdo de
micro-organismos oportunistas multirresistentes para 0s humanos e outros animais
secundaria aos acidentes por mordeduras ou arranhaduras de gatos, visto que os isolados
bacterianos apresentaram alta multirresisténcia (17%) aos antimicrobianos

convencionais.

O uso de meios de cultura seletivos possibilitou o isolamento de espécies de
interesse dos géneros Pasteurella e Staphylococcus. Para a caracterizacdo em nivel de
espécie dos isolados de origem bacteriana e leveduras foi utilizada a espectrometria de
massas (MALDI-TOF MS), que identificou espécies até entdo pouco descritas ou
mesmo relatadas pela primeira vez como habitantes da microbiota da cavidade oral e

leito ungueal de felinos domeésticos.

Entre as espécies do género Pasteurella, habitantes normais do trato digestério e
respiratorio de animais domeésticos, P. multocida tem sido descrita como predominante
na microbiota da cavidade oral de gatos (OEHLER et al., 2009; BARSI et al., 2023). No
entanto, a utilizacdo da espectrometria de massas nos isolados de cavidade oral dos
felinos amostrados revelou, também, alta frequéncia de P. dagmatis, pouco descrita
como habitante da cavidade oral de gatos, seguida de P. stomatis. A identificacdo destas
espécies na microbiota oral dos gatos amostrados merece atencdo no que tange ao risco
zoonotico, ap6s acidentes por mordedura de gatos, visto que ja foram descritas em
complicagbes em humanos agredidos ou com contato estreito com animais. Neste
contexto, P. multocida tem sido relatada em infec¢bes graves em humanos, como
observado em relato de osteomielite em paciente na Espanha, tratado com
antibioticoterapia inadequada, ap6s mordedura de gato (VECILLA et al., 2023). P.
dagmatis foi isolada em hemocultura de paciente idoso, no Ird, com endocardite e na
amostra de secrecdo oral de seu gato de estimagdo (STRAHM et al., 2012). No mesmo

relato, apesar de ndo haver histérico de acidente por mordedura, técnicas moleculares de
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sequenciamento genético e eletroforese confirmaram a assinatura genética idéntica entre

ambos os isolados obtidos do tutor e do gato doméstico.

Espécies do género Neisseria, como N. animaloris e N. zoogedmatis, também
tém sido descritas como habitantes normais da cavidade oral e trato respiratorio de
felinos domeésticos, e podem estar envolvidas em complica¢des clinicas em humanos
secundarias as agressdes por mordeduras de gatos (HEYDECKE et al., 2013;
MERLINO et al., 2021), reforcando o potencial zoondtico destes micro-organismos.
Apesar de N. zoodegmatis predominar nos relatos de humanos agredidos por gatos
domeésticos, a espécie mais frequente na cavidade oral dos animais amostrados foi N.
animaloris. Este micro-organismo foi descrito em infeccdo de ferida no braco de
paciente idoso que residia em area rural do México, decorrente de provavel acidente por

mordedura apds separar brigas de gatos errantes (HELMIG et al., 2020).

Entre as espécies do género Staphylococcus, consideradas habitantes comensais
da pele e mucosas de animais e humanos (WEESE, 2013), S. felis foi prevalente nas
secrecOes orais dos gatos amostrados, seguido de S. xylosus, S. aureus e, em menor
frequéncia, S. pettenkoferi, S. epidermidis, S. pseudintermedius e S. simulans. Apesar de
raras, foram descritas infec¢bes secundarias a mordedura de felinos em humanos
causadas por estafilococos coagulase-negativos (como S. felis e S. xylosus). Na
Holanda, foi relatada contaminacdo de ferida cirdrgica em paciente idosa, da qual foi
isolado S. felis com assinatura genética idéntica (sequenciamento genético comparativo)
ao isolado da cavidade oral de seu gato doméstico, suportando a evidéncia de
transmissao zoondtica do agente (SIPS et al., 2023). Ainda, infec¢des secundarias apos
mordeduras de gatos domésticos causadas por estafilococos coagulase-positivos, como
S. aureus, tém sido comumente relatadas em humanos (OEHLER et al., 2009;
KHEIRAN et al., 2019).

Streptococcus spp., particularmente S. minor, também foram isolados com alta
ocorréncia nas secrecOes orais dos gatos amostrados. Estes micro-organismos também
sdo considerados habitantes comensais da pele e mucosas de gatos higidos e com
doencas periodontais (WHYTE et al., 2017). Vérias espécies de estreptococos foram
relatadas em casos graves em humanos. Nos EUA, foi descrita endoftalmite em mulher
agredida no olho por mordedura de gato (KISHORE et al., 2020) e fascite necrosante
em paciente imunocomprometido por uso prolongado de corticdides, secundaria a

mordida de gato na mdo (NAMBIAR et al., 2017). No entanto, apesar de evidenciarem
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0 comportamento oportunista e zoonético do género Streptococcus, nenhum relato
identificou os micro-organismos em nivel de espécie, classificados apenas como

Streptococcus a e B-hemoliticos, respectivamente.

Escherichia coli, habitante normal do trato gastrointestinal de animais e
humanos, foi a bactéria da familia Enterobacteriaceae isolada com maior frequéncia nas
amostras de secrecdo oral dos gatos amostrados. A presenca de micro-organismos dessa
familia na microbiota oral dos felinos aparentemente higidos pode ser creditada ao
habito de lambedura dos animais para higiene da regido perineal ou pela contaminacao
ambiental. Apesar da baixa frequéncia de isolamento, comparada aos demais micro-
organismos citados anteriormente, 0 comportamento oportunista destes patdgenos deve
ser levado em consideracdo quanto ao risco de infec¢bes secundarias em humanos
agredidos por mordedura de gatos, visto que ja foram descritos varios casos de
septicemia por E. coli em humanos (RUIZ et al., 2018; LINCK et al., 2023; XIAO et al.,
2023), embora nenhum diretamente relacionado & mordida de felinos domésticos.

Apesar de menor frequéncia, outros micro-organismos de origem bacteriana
isolados no presente estudo merecem atencdo no contexto de One Health, como
espécies dos géneros Enterococcus, Moraxella e Pseudomonas. A identificacdo destes
micro-organismos na cavidade oral de gatos aparentemente higidos reforca a
necessidade de tratamento antimicrobiano adequado das mordeduras causadas por estes
animais de companhia, visto que o fendmeno de multirresisténcia bacteriana €
conhecido como problema emergente, de ambito mundial, e, por vezes, tem sido
relacionado a infeccdes por espécies de enterococos (JIN et al, 2023;
SALAMANDANE et al., 2023) e Pseudomonas aeruginosa (LEE et al., 2023),

importantes também em infec¢des hospitalares.

Assim como o0s acidentes por mordedura, as lesdes provocadas por arranhadura
de felinos também merecem atencdo e tratamento adequado para evitar infeccles
secundarias, locais e sistémicas (OEHLER et al., 2009). Neste contexto, ndo sao raros
os relatos de bartonelose (ou febre da arranhadura do gato, causada pela inoculacéo de
Bartonella henselae, bacilo gram-negativo presente nas garras e saliva de gatos
infectados) e esporotricose em humanos agredidos por arranhdes de felinos (ZAWAWI
et al., 2022; ZHU et al., 2022). No entanto, apesar de causarem doengas com graves
manifestacbes cutaneas, linfaticas, vasculares e Opticas, Bartonella henselae e

Sporothrix sp. ndo devem representar as unicas preocupacdes relacionadas aos ataques
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por arranhadura de felinos domésticos, posto a grande variedade de micro-organismos
identificada no leito ungueal dos gatos amostrados.

O género Staphylococcus foi o principal representante dos micro-organismos
identificados nas amostras de leito ungueal, particularmente S. pettenkoferi, S. felis, S.
simulans e S. epidermidis. Este resultado era esperado, visto que as unhas estdo em
intimo contato com a pele e pontas dos dedos, regides habitadas de forma comensal por

este grupo de micro-organismos (WEESE, 2013).

Enterobactérias como Escherichia coli, Leclercia adecarboxylata e Pantoea sp.,
também podem ser encontradas nas extremidades dos membros de animais devido a
contaminacdo fecal e/ou ambiental. No entanto, a inoculacdo traumética de
enterobactérias e estafilococos na pele e subcutaneo de humanos e outros animais
agredidos por arranhadura pode provocar graves complicacdes secundarias, como
celulite, osteomielite e sepse (OEHLER et al., 2009).

Curiosamente, apenas um isolado de Pasteurella multocida foi identificado nas
amostras de leito ungueal dos gatos do estudo, ainda que sejam descritas semelhancas
entre as microbiotas da cavidade oral e leito ungueal dos felinos, principalmente devido
ao habito desta espécie de lambedura das garras (VERALDI e MINUTI, 2018). Este
resultado pode encontrar justificativa na baixa resisténcia de P. multocida em condic¢des
ambientais (QUINN et al., 2011).

A identificacdo de leveduras e fungos filamentosos nas secrecdes orais e
ungueais dos gatos amostrados reforca o risco de infeccbes polimicrobianas em
ferimentos causados por mordeduras e arranhaduras de gatos, visto que espécies dos
géneros Candida e Aspergillus tém sido descritos como agentes primarios de infecgdes
oportunistas em humanos imunocomprometidos (CHEN et al., 2023). Curiosamente
nenhum isolado de Sporothrix sp. foi identificado, ao contrario do que se esperava, Visto
que se trata de um micro-organismo causador de doenga amplamente disseminada pela

arranhadura e, eventualmente, mordedura de felinos (LIU et al., 2020).

O sequenciamento genético em larga escala possibilitou a identificacdo de
grande complexidade de micro-organismos nas mucosas orais e ungueais dos gatos
amostrados, reforcando o risco de transmissao para humanos de agentes oportunistas

apos agressdes por mordeduras e arranhaduras de gatos domesticos.
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Entre os géneros bacterianos com maior abundéncia relativa nas 20 amostras de
cavidade oral de gatos submetidas ao NGS, destacam-se Moraxella, Neisseria e
Pasteurella, além de anaerobios como Fusobacterium e Porphyromonas, resultado
similar ao encontrado em estudos com felinos domésticos no Canada (STURGEON et
al.,, 2014) e EUA (OLDER et al., 2019; RODRIGUES et al., 2019). Relatos de
complicagdes em humanos causadas por espécies de Moraxella, Neisseria e Pasteurella
secundarias as mordeduras de gatos sdo relativamente comuns (HELMING et al., 2020;
VECILLA et al., 2023). No entanto, as espécies de anaerobios também devem ser
consideradas nestas infecgdes, principalmente devido ao aspecto puntiforme dos dentes
dos felinos, que favorece a inoculacdo e multiplicacdo de agentes na auséncia de
oxigénio nas camadas mais profundas da pele ap6s mordeduras, como relatado na
Espanha em caso de osteomielite por Fusobacterium russi na mao de paciente agredido
por mordedura de gato (ZAMORA et al., 2022).

Outros géneros importantes no contexto de infec¢des secundarias em humanos
decorrentes de mordeduras por animais de companhia, como Capnocytophaga, foram
identificados em menor frequéncia por NGS na cavidade oral dos gatos amostrados.
Apesar de serem encontradas naturalmente na cavidade oral de cdes e gatos, este
resultado merece atencdo pois certas espécies de Capnocytophaga, particularmente C.
canimorsus, tém sido identificadas como agentes causais primarios de sepse e
sindromes fatais em humanos agredidos por mordeduras de animais domésticos,
incluindo gatos (TAKI et al., 2018).

Nas amostras de leito ungueal, 0 NGS revelou maior abundancia relativa de
enterobactérias comparado com as amostras de cavidade oral, resultado esperado devido
ao contato direto das garras dos animais com o solo e matéria organica presente no
ambiente, incluindo fezes. Similar ao observado na microbiota bucal, ressalta-se o risco
de infeccOes oportunistas decorrentes da inoculacdo destes agentes em humanos
secundaria as arranhaduras dos gatos domésticos (OEHLER et al., 2009). Ainda, na
literatura consultada, descreve-se pela primeira vez o uso de NGS na identificacdo de

micro-organismos no leito ungueal de gatos, incluindo agentes de potencial zoonético.

Anaerdbios dos géneros Fusobacterium e Porphyromonas também foram
identificados nas regides periungueais dos felinos amostrados. Similar ao observado nas

mordeduras, ferimentos por arranhadura de gatos também favorecem a inoculagéo e
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multiplicacdo destes micro-organismos em camadas mais profundas da pele, exigindo

cuidados adequados no manejo e tratamento das lesdes (OEHLER et al., 2009).

Capnocytophaga spp. também foi identificada em baixa frequéncia nas amostras
de leito ungueal. Apesar de mais comuns os relatos de transmissao zoonotica deste
agente secundéria as mordeduras de animais domésticos, recentemente Vecilla et al.
(2022) reportaram na Espanha caso de celulite e bacteremia transitéria por C. canis em

paciente imunocompetente apds arranhadura de gato.

Outros micro-organismos relevantes no contexto de medicina veterinaria e One
Health foram identificados por NGS nas amostras de leito ungueal, incluindo
Bartonella henselae (causadora da febre da arranhadura dos gatos), Rhodococcus equi,
Clostridium perfringens e espécies de Mycobacterium, reforcando o risco de
transmissdo de agentes oportunistas com potencial patogénico para 0s humanos em

acidentes por arranhaduras de gatos domesticos.

De maneira geral, levofloxacino, marbofloxacino, amicacina e amoxicilina/acido
clavulanico foram os antimicrobianos mais efetivos diante dos principais grupos de
micro-organismos identificados. Com excecdo da amicacina, 0s demais sdo
considerados antimicrobianos de amplo espectro e recomendados para o tratamento de
complicagdes clinicas graves em humanos e animais (OEHLER et al., 2009; ATTARD
et al.,, 2022). No entanto, apesar da eficacia in vitro, a administracdo de
fluoroquinolonas na pratica médica humana e veterinaria deve ser cautelosa, visto que
sdo descritos diferentes efeitos colaterais de seu uso em pacientes idosos, atletas e com
comorbidades, como disglicemia, alteracbes do sistema nervoso central, tendinopatias,

risco de ruptura de aneurismas, entre outros (HUSSEN et al., 2023).

Por outro lado, penicilinas semi-sintéticas continuam sendo amplamente
utilizadas no tratamento de afeccGes em animais e humanos (OEHLER et al., 2009).
Neste contexto, paciente idosa na Espanha necessitou de tratamento intravenoso com
amoxicilina/acido clavulanico para resolucdo clinica de celulite e sepse apoés
arranhadura na perna por gato doméstico (VECILLA et al., 2022). Apesar da indicacao
da amicacina para o tratamento de infecgdes causadas por bactérias gram-negativas
(PANG et al., 2023), este antimicrobiano apresentou, também, boa eficacia diante dos
estafilococos e outros isolados gram-positivos obtidos dos gatos amostrados. Com

efeito, estes farmacos constituem boas opcdes para o tratamento de feridas causadas por
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mordeduras e arranhaduras de gatos, particularmente quando nédo for possivel realizar o
isolamento do agente e testes de sensibilidade in vitro dos isolados aos antimicrobianos.
Ainda, recomenda-se a associacdo de antimicrobianos no tratamento, devido a natureza
polimicrobiana das lesbes provocadas por mordeduras e arranhaduras de felinos
domésticos (CHEUNG and CHAN, 2023).

A resisténcia bacteriana elevada de alguns isolados ao imipenem merece atengéo
pois tem se tornado uma preocupacao crescente na area da salde, visto que se trata de
um antimicrobiano relativamente recente e utilizado em afec¢des graves de humanos e,
ocasionalmente, animais de companhia (DAS et al., 2023a). A disseminacdo de
mecanismos de resisténcia entre os micro-organismos limita significativamente as
opcdes terapéuticas, destacando a necessidade urgente de estratégias inovadoras no
desenvolvimento de novos agentes antimicrobianos e abordagens para conter a

propagacao desses patdgenos resistentes (DAS et al., 2023b).

A multirresisténcia bacteriana aos antimicrobianos é preocupacdo de ordem
mundial (McEWEN e COLLIGNON, 2018) e ocorre, em parte, ao uso nao racional de
antibidticos em animais domésticos (BEAN e WIGMORE, 2016). A identificacdo de
bactérias multidroga-resistentes nos gatos amostrados, particularmente Pasteurella
multocida, Streptococcus lutetiensis, Escherichia coli e espécies de enterococos, reforca
0 risco de transmissdo de bactérias oportunistas e multirresistentes da microbiota oral e
ungueal de gatos para os humanos (FEBLER et al., 2022), além da necessidade de,
sempre que possivel, nortear o tratamento de humanos e animais agredidos por
mordeduras e arranhaduras de gatos na identificacdo etioldgica e testes de sensibilidade

in vitro dos isolados aos antimicrobianos.

A utilizacdo do agar cromogénico MRSA possibilitou a identificacdo de nove
isolados MRS (seis Staphylococcus aureus e trés S. pseudintermedius) obtidos das
secrecOes orais e ungueais dos gatos amostrados, embora somente trés isolados
carreavam 0 gene de resisténcia a meticilina mecA e nenhum o gene mecC. A
resisténcia fenotipica a meticilina dos demais isolados pode ser creditada a outros

mecanismos, como superexpressdo de p-lactamases (CLSI, 2020; SILVA et al., 2023).

Apesar da baixa frequéncia, a identificacdo de isolados MRSA e MRSP
carreadores do gene mecA nos gatos amostrados merece atencdo, devido ao risco de

transmissdo aos humanos de bactérias resistentes aos antimicrobianos secundaria as
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agressdes por mordeduras e arranhaduras de felinos domésticos, conforme descrito na
Alemanha por Fessler et al. (2018) que reportaram isolados MRSA e MRSP em

funcionarios de hospital veterinario.
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7. CONCLUSOES

v" Neisseria spp., Staphylococcus spp., Pasteurella spp. e Streptococcus spp. foram
0s principais micro-organismos identificados por espectrometria de massas na cavidade
oral dos animais amostrados, indicando a presenca desses patdgenos oportunistas na
boca de gatos aparentemente higidos e, consequentemente, o risco de transmissdo aos

humanos por mordeduras;

v' Espécies de estafilococos e enterobactérias foram os principais grupos de micro-
organismos identificados por espectrometria de massas no leito ungueal dos animais
amostrados, indicando a presenca desses patdgenos oportunistas nas garras de gatos
aparentemente higidos e, consequentemente, o risco de transmissdo aos humanos por

arranhaduras;

v O sequenciamento genético em larga escala (microbioma) revelou grande
diversidade de bactérias aerdbias e anaerdbias na cavidade oral e leito ungueal de gatos
aparentemente higidos, incluindo agentes ndo isolados em cultivos com meios
convencionais e seletivos, além de bactérias comumente envolvidas em complicacdes

graves em humanos agredidos por mordedura ou arranhadura de gatos domesticos;

v" A natureza polimicrobiana da cavidade oral e leito ungueal de gatos reitera a
necessidade de tratamento adequado com antimicrobianos em humanos agredidos por
mordeduras e arranhaduras, preferencialmente respaldado por exames de identificacdo

dos agentes e testes de sensibilidade in vitro aos antimicrobianos;

v Apesar de menos frequentes, Bartonella henselae, Rhodococcus equi e 0s
géneros Clostridium e Mycobacterium também foram identificados, ressaltando a
presenca de agentes de potencial zoonético na microbiota oral e de leito ungueal de

gatos domésticos aparentemente higidos;

v" Os isolados bacterianos revelaram ~17% de multirresisténcia aos
antimicrobianos, alertando para o risco de transmissdo de patdgenos multirresistentes

em casos de mordeduras e/ou arranhaduras de gatos.
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ANEXO | — Atestado de aprovacdo do Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA).

agiﬂ’ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA NM

u n es p WF w0LI0 DE MESOUITA FILHO"

fmvz - unesp

Faculdade de Madicing Veterindria @ Zootacnla
Campus de Botucatu

ATESTADO

Atesto que o Projeto "Resisténcia in vitro aos antimicroblanos e microbiota bucal e
de leito ungueal de gatos diagnosticadas por sequenciamento genético em larga
escala e espectrometria de massas” Protocolo CEUA 0078/2021, a ser
conduzido por Fabio Vinicius Ramos Portilho, responsavellorientador Prof.
Associado Marcio Garcia Ribeiro, para fins de pesquisa cientifica/ensino -
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.794, de 08 de outubro de
2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de 2009, e com as normas editadas pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal - CONCEA.

Finalidade PESQUISA CIENTIFICA
Vigéncia do projeto 01/07/2021 a 311212022
Nome Comum/ Espécie / FELINA/FELIS CATUS /
Linhagem
Raca Variadas
N° de animais machos 0
N° de animais fémeas 0
N° de animais sexo indefinido 140
Peso médio de animais machos 0
Peso médio de animais fémeas 0
Peso médio de animais sexo 3kg
indefinido
Idade 2 ano(s) e 0 mes(es) e 0 dia(s).
Procedéncia Canil Municipal de Botucatu

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEUA em 22/06/2021

JOSE NICOLAU PROSPERO PUOLI FILHO
Presidente da CEUA da FMVZ, UNESP - Campus de Botucatu

Faculdade de Medicina \ieterindria e Zootacnia
Segio Técnica Académica
Rus Praf. Dv. Waifer Mawicio Coméa, i
UWNESP - Campus de Bolucalw'SP - Cep 18518-681
(14} 3580-2176 - petnziai@fmvz.unasp.br - wwadfmyz unesp.br
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ANEXO Il — Relag8o de farmacos selecionados para testes de sensibilidade in vitro aos
antimicrobianos para cada grupo de patégenos isolados da cavidade oral e leito ungueal
de gatos higidos, segundo recomendacdes do Clinical and Laboratory Standards
Institute — CLSI, 2020 (a) e CLSI VETO08, 2018 (b).

Enterobacteriaceae, Morganellaceae, Yersiniaceae

Classe Antimicrobiano

Penicilinas Amoxicilina + Acido clavulanico?
Cefalosporinas Ceftriaxona?

Carbapenémicos Imipenem?

Monobactamicos Aztreonam?
) Levofloxacino®
Fluoroquinolonas .
Marbofloxacino®
Aminoglicosideos  Amicacina?
Anfenicois Cloranfenicol?

Sulfonamidas Sulfametoxazol + Trimetoprim?

@ = Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI, 2020
® = Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI, 2018 (VET08)

Moraxellaceae, Neisseriaceae, Pasteurellaceae

Classe Antimicrobiano

- Benzilpenicilina®

Penicilinas

Amoxicilina + Acido clavulanico?

. Cefotaxima?

Cefalosporinas
Cefovecin®
Acido nalidixico?

Fluoroquinolonas Ciprofloxacino®
Levofloxacino?

Tetraciclinas Tetraciclina®

Sulfonamidas Sulfametoxazol + Trimetoprim?

@ = Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI, 2020
b = Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI, 2018 (VET08)
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Acetobacteraceae, Aeromonadaceae,

Alcaligenaceae, Oxalobacteraceae,

Pseudomonadaceae, Xanthomonadaceae

Classe

Antimicrobiano

Cefalosporinas
Carbapenémicos

Monobactamicos

Fluoroguinolonas

Aminoglicosideos

Ceftazidima?
Imipenem?
Meropenem?
Aztreonam?
Ciprofloxacino?
Enrofloxacino®
Levofloxacino?
Amicacina?

Tobramicina?

@ = Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI, 2020
b = Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI, 2018 (VETO08)

Bacillaceae, Planococcaceae,
Staphylococcaceae

Classe

Antimicrobiano

Cefalosporinas

Carbapenémicos

Fluoroquinolonas

Aminoglicosideos
Macrolideos
Tetraciclinas

Oxazolidinonas

Cefoxitina®
Imipenem?!
Enrofloxacino®
Levofloxacino®
Marbofloxacino®
Amicacina®
Eritromicina?®
Tetraciclina®

Linezolida?

@ = Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI, 2020
b = Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI, 2018 (VETO08)

! = A sensibilidade dos estafilococos ao imipenem é inferida a partir da sensibilidade a cefoxitina.
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Actinomycetaceae, Aerococcaceae, Carnobacteriaceae,
Corynebacteriaceae, Enterococcaceae, Lactobacillaceae,
Microbacteriaceae, Micrococcaceae, Streptococcaceae

Classe Antimicrobiano
Penicilinas Benzilpenicilina?
Cefalosporinas Ceftriaxona?

Enrofloxacino®
Fluoroquinolonas | evofloxacino?

Marbofloxacino®

Glicopeptideos Vancomicina?

Macrolideos Eritromicina®

Tetraciclinas Tetraciclina®

Oxazolidinonas Linezolida?

Sulfonamidas Sulfametoxazol + Trimetoprim®

1271

1272 #=Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI, 2020

1273 b = Clinical and Laboratory Standards Institute — CLSI, 2018 (VET08)
1274



