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RODRIGUES, C.A. Identificacdo de espécies de Pasteurella por espectrometria
de massas e perfil de sensibilidade microbiana in vitro em isolados obtidos de
diferentes infec¢bes clinicas em gatos domésticos. Botucatu, 2023. 51p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Campus de Botucatu, Universidade Estadual Paulista - UNESP.

RESUMO

Bactérias do género Pasteurella sdo micro-organismos de conhecido
comportamento oportunista que habitam a microbiota da cavidade oral e do trato
respiratério superior de diferentes espécies animais, particularmente dos gatos
domésticos, causando grande variedade de sinais clinicos. O patdgeno possui
potencial zoondtico, representando uma das bactérias mais comumente isoladas
de ferimentos em humanos mordidos por gatos. No entanto, descricbes da
pasteurelose felina tém sido praticamente restritas a relatos de casos, com
estudos escassos compreendendo grande numero de Pasteurella sp. isoladas
de gatos com diferentes desordens clinicas. Ainda, a maioria dos relatos de
pasteurelose felina ttm baseado a identificacdo do patdégeno restrita em nivel de
género ou o diagndstico de espécies firmado com testes fenotipicos classicos.
Considerando esse cenario, foram investigados aspectos epidemiologicos, perfil
de sensibilidade microbiana in vitro e identificacdo de espécies de Pasteurella
baseada na espectrometria de massas (MALDI-TOF MS) em 26 gatos
domeésticos com diferentes disturbios clinicos. Do total de gatos, 65% (17/26)
eram machos e 34% (9/26) fémeas. A idade dos gatos variou entre 2 meses a
16 anos (média de 5,5 anos). A doenca clinica ocorreu, predominantemente,
durante a primavera (9/26=34%) e o verdo (7/26=26%). Do total de animais,
53,8% (14/26) tinham acesso a rua, enquanto 30,8% (8/26) nao tinham acesso
arua e 15,4% (4/26) nao foi possivel obter esta informacao. Dentre 61% (16/26)
de todos os gatos cujos dados dos desfechos estavam disponiveis, 50% (8/16)
evoluiram para morte, principalmente animais com infeccbes sistémicas
(pneumonia e efusdo pleural). Abscessos cutaneos (11/26=42%), pneumonia
(3/26=11%), conjuntivite (3/26=11%) e feridas abertas (3/26=11%) foram os

guadros clinicos mais comuns, além de miscelanea de distarbios, e.g., efusédo



viii

pleural, infec¢des urinérias e piometra (6/26=23.1%). O diagndstico por MALDI-
TOF MS identificou predominantemente Pasteurella multocida (23/26=88,4%),
seguida em menor frequéncia por Pasteurella dagmatis (2/26=7,7%) e
Pasteurella canis (1/26=3,8%). Nao foi observada associagéo significante entre
os dados epidemiolégicos estudados dos gatos, diferentes infec¢gdes clinicas e
a identificacdo das espécies de Pasteurella (P>0,05). Os isolados revelaram
100% de sensibilidade aos antimicrobianos dos grupos beta-lactamicos
(amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina, cefalexina, ceftriaxona), tetraciclinas
(tetraciclina, doxiciclina) e fluoroquinolonas (ciprofloxacino, levofloxacino,
marbofloxacino, exceto um isolado resistente para norfloxacino), enquanto a
maior resisténcia dos isolados foi observada para amicacina (10/26=38%). O
diagnostico sorologico de imunodeficiéncia felina (FIV) e leucemia viral felina
(FeLV) revelou dois (2/26=7,7%) gatos reagentes para FelLV. Os resultados
reforcam o predominio de P. multocida como agente priméario de diferentes
infecgbes clinicas em gatos. A maior frequéncia de lesbes cutaneas em gatos
machos pode estar relacionada a transmissdo do patdégeno por mordeduras e
arranhdes, principalmente secundarias as disputas por territério ou fémeas em
periodo reprodutivo. Os resultados do presente estudo contribuem com a
avaliacdo dos principais achados clinico-epidemiolégicos, identificacédo
molecular de espécies e perfil de sensibilidade microbiana in vitro de isolados de

Pasteurella obtidos de diferentes infec¢des clinicas em gatos domésticos.

Palavras-chave: Pasteurelose felina, Pasteurella multocida, achados clinico-

epidemiologicos, MALDI-TOF MS, resisténcia bacteriana



RODRIGUES, C.A. Mass spectrometry-based identification of Pasteurella
species and in vitro antimicrobial susceptibility pattern of isolates recovered from
domestic cats with different disorders. Botucatu, 2023. 51p. Dissertacao
(Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista - UNESP.

ABSTRACT

Bacteria of the genus Pasteurella are microorganisms with opportunistic behavior
that inhabit the microbiota of the oral cavity and upper respiratory tract of different
species of animals, particularly domestic cats, causing a wide variety of clinical
signs. The pathogen has zoonotic potential, representing one of the most
commonly isolated bacteria from wounds in humans bitten by cats. However,
descriptions of feline pasteurellosis have been practically restricted to case
reports, and a lack of studies has focused on a large number of Pasteurella sp.
isolated from cats with different clinical disorders. Furthermore, most reports of
feline pasteurellosis have been described with the pathogen identification
restricted at the genus level or the species diagnosis based on classic phenotypic
tests. Considering this scenario, we investigated epidemiological aspects, in vitro
microbial sensitivity profile, and identification of Pasteurella species based on
mass spectrometry (MALDI-TOF MS) in 26 domestic cats with different clinical
disorders. Of the total number of cats, 65% (17/26) were male and 34% (9/26)
were female. The age of the cats ranged from 2 months to 16 years (average of
5.5 years). Clinical disorders occurred predominantly during spring (9/26=34%)
and summer (7/26=26%). Amon all animals, 53.8% (14/26) are breeding with free
access of house, whereas 30.8% (8/26) has not access out of house, and 15.4%
(4/26) this data is not available. Of 61% (16/26) of all cats for which outcome data
were available, 50% (8/16) died, mostly animals with systemic infections
(pneumonia and pleural effusion). Skin abscesses (11/26=42%), pneumonia
(3/26=11%), conjunctivitis (3/26=11%) and open wounds (3/26 =11%) were the
most common clinical pictures, in addition to miscellaneous disorders, e.g.,

pleural effusion, urinary tract infections, and pyometra (6/26=23.1%). The



diagnosis by MALDI-TOF MS predominantly identified Pasteurella multocida
(23/26=88.4%), followed less frequently by Pasteurella dagmatis (2/26=7.7%)
and Pasteurella canis (1/26=3.8%). No significant association was observed
between selected epidemiological data of domestic cat, different clinical
disorders, and species identification of Pasteurella (P>0.05). The isolates showed
100% sensitivity to antimicrobials of the beta-lactam group (amoxicillin/clavulanic
acid, ampicillin, cephalexin, ceftriaxone), tetracyclines (tetracycline, doxycycline)
and fluoroquinolones (ciprofloxacin, levofloxacin, marbofloxacin, except for one
norfloxacin-resistant isolate), whereas the highest resistance of the isolates was
observed for amikacin (10/26=38%). Serological diagnosis of feline
immunodeficiency virus (FIV) and feline leukemia virus (FeLV) revealed two
(2/26=7,7%) cats reagents to FeLV. The results reinforce the predominance of P.
multocida as a primary agent of different clinical infections in cats. The higher
frequency of skin lesions in male cats may be related to the transmission of the
pathogen by bites and scratches, mainly secondary to disputes over territory or
females in the reproductive period. Our results contribute to the study of clinical
and epidemiological features, molecular identification of species, and
antimicrobial susceptibility pattern of Pasteurella isolated from different clinical

infections in domestic cats.

Keywords: feline pasteurellosis, Pasteurella multocida, clinical and

epidemiological data, MALDI-TOF MS, bacterial resistance



1 INTRODUCAO

A populacdo de gatos domésticos tem aumentado em todo o mundo
(Instituto Pet Brasil - IPB, 2022). No Brasil, o crescimento do niumero de gatos
domiciliados tem superado os caes, com populacao estimada de 27 milhdes de
animais, detendo uma das maiores populacdes mundial de felinos domésticos.
Em 2021, o mercado pet brasileiro movimentou R$ 51,7 bilh6es, com projecao
de 14% de crescimento em 2022, alcancando faturamento de R$ 58,9 bilhdes,
devido ao aumento do numero de animais de companhia, principalmente nos
domicilios (IPB, 2022).

Gatos domeésticos, de vida livre ou ferais possuem o habito de disputas
por alimento, por fémeas no periodo de reproducdo, ou pela hierarquia do
ambiente, principalmente entre machos adultos (LOVE, 2000). Desta forma, é
comum ocorrerem lesdes cutaneas secundarias a mordeduras e arranhaduras
entre felinos, que podem evoluir para infeccbes sistémicas (LOVE, 2000;
GREENE & GOLDSTAIN, 2012).

Pasteurelas séo bactérias gram-negativas de comportamento oportunista,
gue habitam a cavidade oral e o trato respiratorio superior de animais de
producdo e de companhia, silvestres/selvagens, relacionadas a diferentes
manifestacdes clinicas (WILSON & HO, 2013; PENG et al., 2019). Estima-se que
mais de 50% dos gatos podem albergar espécies de pasteurela na microbiota
bucal, potencialmente infectantes para outros gatos e humanos secundarias a
mordeduras e arranhaduras (GREENE & GOLDSTAIN, 2012).

Os abscessos cutaneos sdo as lesbes mais comuns observadas na
pasteurelose em gatos domeésticos (HARASEN & LITTLE, 2015; SYKES, 2022).
Nos casos de disseminacdo sistémica do patdégeno, podem ser observados
sinais de febre, secrecdo nasal, perda de peso, abscessos em 6rgaos, infeccdes
oculares e do trato urinario, pneumonia, peritonite e efusdes pleurais, com
prognostico reservado nas infeccdes sistémicas (HARASEN & LITTLE, 2015;
SYKES, 2022).

O diagnéstico de rotina da pasteurelose em gatos tem sido baseado nos

achados clinico-epidemioldgicos, exames subsidiarios (hematologicos,



bioquimicos e de imagem), no isolamento microbiano, identificacdo fenotipica
(bioquimica) das espécies da bactéria e perfil de sensibilidade microbiana in vitro
dos isolados (WILSON & HO, 2013).

Cefalosporinas, fluorquinolonas, tetraciclinas e amoxicilina/acido
clavulanico s&o os principais grupos/antimicrobianos utilizados no tratamento
das infec¢Bes por espécies de Pasteurella em gatos (GREENE & GOLDSTAIN,
2012; LLORET et al., 2013). Devido ao comportamento oportunista do patégeno
e a presenca da bactéria como habitante da microbiota oronasal, ndo existem
medidas especificas recomendadas na profilaxia/controle da doenca nos felinos
(GREENE & GOLDSTAIN, 2012; LLORET et al., 2013).

Em humanos, Pasteurella sp. representa uma das bactérias mais
comumente encontradas nos isolamentos microbianos a partir de amostras de
ferimentos secundarios a mordeduras de gatos (LLORET et al., 2013; MIRZAI et
al., 2019; MU et al., 2020). Ainda, isolados de P. multocida obtidos de tutores e
felinos do mesmo domicilio apresentaram caracteristicas similares de viruléncia
e perfil de sensibilidade microbiana in vitro, indicando o potencial dos gatos como
reservatdrios do patdgeno para outros animais e humanos (UJVARI et al., 2019).
Ainda, os felinos possuem denticdo de espessura fina, que facilita lesdes
perfurantes profundas nos tecidos, com inoculacéo da saliva contendo bactérias
de potencial zoondtico, como espécies de Pasteurella, causando abscessos
cutaneos e outras complicacdes clinicas a partir da disseminacédo do patégeno
(LOVE, 2000), embora os riscos de mordeduras por esses animais
provavelmente sdo subestimados, devido a aparéncia minima das lesdes
(KHEIRAN et al., 2019).

Apesar da gravidade das infeccBes sistémicas por espécies de
Pasteurella nos felinos, as descricbes da doenca em gatos estao praticamente
restritas a relatos de casos (DOLIESLAGER, 2011; LLORET et al., 2013;
QUIMBY & LAPPIN, 2015). Ainda, na maioria das descricbes em gatos, o
diagnostico de Pasteurella tem sido restrito ao género do micro-organismo ou
firmado com base em testes fenotipicos classicos (bioquimicos) (WALKER et al.,
2000; FOSTER et al.,, 2004; FRESHWATER, 2008; WANG et al., 2009;
GIORDANO et al., 2015; AWOSILE et al., 2018).



Neste cendrio, 0 presente estudo investigou os principais achados clinico-
epidemioldgicos, a identificacdo das espécies de Pasteurella por espectrometria
de massas e o perfil de sensibilidade microbiana in vitro, em isolados obtidos de

diferentes infec¢des clinicas em gatos domésticos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etiologia e propriedades gerais

O género Pasteurella pertence a familia Pasteurellaceae, que
compreende bactérias anaerobicas facultativas que, em sua maioria, sdo
habitantes de mucosas e do trato respiratério superior de animais domésticos,
com reduzida sobrevivéncia no meio ambiente (GYLES et al., 2010; QUINN et
al., 2011).

Pasteurella foi isolada pela primeira vez na década de 1880, cujo nome
do género foi nomeado em homenagem ao pesquisador Louis Pasteur, que
descreveu pioneiramente a bactéria como agente causal de colera em aves
(MUTTERS et al., 1985; GYLES et al., 2010).

Pasteurelas sdo bactérias gram-negativas com formato pleomorfico
(cocos ou cocobacilar), bipolares na coloragdo de Gram. S&o imoveis, com
tamanho variando entre 0,2-1 x 1-2um. Sao oxidase e catalase positivas e
podem fermentar glicose e outros acucares (HAGAN et al., 1988; GYLES et al.,
2010; QUINN et al., 2011;-SALERNO & PAES, 2016).

O isolamento das pasteurelas pode ser obtido utilizando meios
convencionais (agar sangue bovino ou ovino a 5%) ou soro fetal bovino,
incubados em condi¢des de aerobiose, a 37°C (HAGAN et al., 1988; QUINN et
al., 2011). Entre 24 e 48 horas de cultivo, as colonias possuem cerca de 1mm de
diametro, com formato arredondado, mucdides (capsuladas), de coloracdo
acinzentada e ndo formam halo hemolitico (QUINN et al., 2011).

Certos isolados patogénicos sdo mucoides devido a presenca de capsula
de acido hialurénico (HAGAN et al., 1988; QUINN et al., 2011). A maioria dos
isolados séo catalase, oxidase, indol e ornitina descarboxilase positivos e
também fermentam sacarose, glicose e maltose QUINN et al.,, 2011). As
espécies de Pasteurella ndo séo isoladas no meio de MacConkey (WILSON &
HO, 2013).

Mais de 15 espécies de Pasteurella sdo conhecidas, embora Pasteurella

multocida (P. multocida), P. dagmatis e P. stomatis sejam mais frequentemente



isoladas de diferentes infecc¢des clinicas em animais domésticos (SALERNO &
PAES, 2016).

P. multocida possui cinco sorogrupos (A, B, D, E, F), identificados com
base na antigenicidade dos polissacarideos capsulares, dos quais 0 sorogrupo
A é 0 mais comumente encontrado nas espécies domésticas (QUINN et al.,
2011). Ainda, o género Pasteurella pode ser subdividido em subespécies, das
quais P. multocida subesp. multocida e P. multocida subesp. séptica merecem

destaque nas infec¢Bes em felinos domésticos (LLORET et al., 2013).

2.2 Epidemiologia

Micrganismos do género Pasteurella habitam a regido oronasal de
animais domesticos). Estima-se que esta bactéria possa ser encontrada na
microbiota bucal de 52 a 99% dos gatos (GREENE & GOLDSTAIN, 2012;
LLORET et al., 2013). P. multocida predomina na microbiota bucal de gatos
sadios e, portanto, tém sido isoladas de ferimentos em humanos secundarios a
mordedura de gatos (GREENE & GOLDSTAIN, 2012; LLORET et al., 2013).

A pasteurelose em animais ocorre em todo o mundo, embora apresente
maior ocorréncia em paises de clima frio e temperado (SALERNO & PAES,
2016).0 micro-organismo pode acometer diferentes espécies de animais e néo
possui predilecdo por sexo, embora seja mais grave e frequente em animais
jovens (SALERNO & PAES, 2016).

Particularmente em animais de companhia, a pasteurelose esta
relacionada principalmente a inoculacdo cutanea do agente por mordeduras e
arranhdes, ou inalacdo do patégeno (SYKES, 2022). Gatos possuem dentes
finos e afiados, e habito de disputas por fémeas e brigas hierarquicas, que
favorecem a ocorréncia de lesdes cutaneas apos a mordedura de felinos
(HARASEN & LITTLE, 2015; SOUZA & NEW JR, 2015). Os abscessos causados
por espécies de Pasteurella sdo relatados com maior frequéncia na espécie
felina quando comparados aos caes (SYKES, 2022).

As unhas também podem ser responsaveis por transmitir o agente, pois

0s gatos apresentam habito de autolimpeza e lambedura das préprias patas, fato



gue pode propiciar a presenca da bactéria no leito ungueal e a transmisséo por
arranhaduras (GREENE & GOLDSTAIN, 2012).

2.3 Patogenia

Muitos agentes que habitam microbiotas de animais podem exercer efeito
patogénico, em casos de deficiéncias da resposta imune do hospedeiro
(KUBATZKY, 2012). Neste contexto, as espécies de Pasteurella sao
encontradas na mucosa orofaringea e trato respiratério alto dos felinos e, por
vezes, desenvolvem efeito patogénico de modo oportunista e secundario a
comorbidades, que determinam imunossupressao ou debilidade organica do
hospedeiro (GYLES et al., 2010).

O patdgeno possui varios mecanismos de viruléncia, incluindo a captacéo
de ions ferro, presenca de lipopolissacarideos de membrana, capsula, fatores de
aderéncia de superficie (fimbrias) e enzimas (neuraminidases, hialuronidases e
proteases), que favorecem a invaséo das células do hospedeiro. Certos isolados
virulentos também apresentam dermonecrotoxinas (WILSON & HO, 2013).

P. multocida produz enzimas hidroliticas que facilitam a aquisicdo de
nutrientes, além das hialuronidases, presentes em casos de septicemia
hemorragica (WILSON & HO, 2013; SALERNO & PAES, 2016). As fimbrias sao
responsaveis pela aderéncia as mucosas, enquanto a capsula dificulta a
fagocitose. As neuraminidases ou sialidases sd0 enzimas responsaveis por
secretar o acido sialico, que limita a defesa do hospedeiro, bloqueando a acéo
da mucina no trato respiratorio (WILSON & HO, 2013; SALERNO & PAES, 2016).

O patdgeno também produz leucotoxinas, que alteram a funcédo e
inativam o0s leucdcitos (principalmente neutrofilos) e plaguetas, além de
apresentarem efeito téxico para células endoteliais (SALERNO & PAES,
2016)Com a evolucdo da infeccdo, ocorre a liberacdo de mediadores pré-
inflamatdrios e enzimas lisossomais, que exacerbam a inflamacéo e a necrose
tecidual (SALERNO & PAES, 2016).

Podem ocorrer infecgdes de diferentes niveis de gravidade, que variam

desde abscessos cutaneos e afecgbes respiratorias leves até casos graves de



pneumonia ou sepse. Toxinas produzidas pelo patdbgeno aumentam a
permeabilidade vascular e exsudagao tecidual, evoluindo para processos
inflamatoérios supurativos, por alta quimiotaxia de fagdcitos, resultando em
elevadas taxas de fatalidade em pneumonia, fibroses e extensas areas de

abscessos na pele e em 6rgéos viscerais (FERREIRA, 2011).

2.4 Clinica

Os principais sinais clinicos na pasteurelose em gatos domésticos sao
representados por abscessos cutaneos, lesdes na cavidade oral, pneumonia,
efusdo pleural, abscessos em o6rgdos e septicemia (LLORET et al., 2013). O
prognostico é considerado bom nos casos exclusivamente cutaneos, e

reservado nos casos sistémicos (LLORET et al., 2013).

2.4.1 Abscessos

Os abcessos em gatos podem ser localizados na pele (isolados ou sob
a forma de flegmdes) ou em 6rgaos. Geralmente sdo acompanhados de sinais
de febre (39,7°C a 40,6°C), inapeténcia/anorexia e linfonodomegalia regional. Os
abscessos se localizam principalmente em regifes mais expostas no momento
das brigas, como membros, face, regido dorso toracica e base da cauda
(GREENE, 2012).

Nas lesdes abscedantes ocorre sensibilidade e eritema local, com areas
flutuantes, e presenca de secrecao purulenta branco-amarelada de odor fétido
(GREENE, 2012; HARASEN & LITTLE, 2015). Gatos que apresentam
abscessos de forma recorrente usualmente estdo coinfectados com patdégenos
imunossupressores ou doencas imunodepressoras (neoplasias), geralmente

causados por isolados multirresistentes (GREENE, 2012).



2.4.2 Infeccgbes respiratorias

P. multocida tem sido isolada de felinos com secrecdo nasal
mucopurulenta ou francamente purulenta, geralmente de animais coinfectados
com agentes imunossupressores (virus da imunodeficiéncia felina ou virus da
leucemia felina) ou com debilidade organica (LLORET et al., 2013; QUIMBY &
LAPPIN, 2015).

As manifestacdes respiratérias na pasteurelose em gatos podem ser
variaveis, incluindo inflamac¢des agudas a crdnicas, que ocorrem no trato
superior sob a forma de rinite (irritacdo e inflamacdo da mucosa nasal e
secrecOes nasais), faringite, tonsilite e, com menor frequéncia, acometendo o
trato respiratorio inferior, causando pneumonia (LLORET et al., 2013).

Os sinais respiratorios incluem espirros, secre¢cdes nasais purulentas,

rinite, dispneia e febre, podendo evoluir para sepse (WILSON & HO, 2013).

2.4.3 Infeccbes de orofaringe

A gengivite e periodontite sdo outras formas comuns de afeccbes em
felinos causadas por espécies de Pasteurella, devido a presenca dos micro-
organismos na cavidade bucal, podendo surgir sem a coinfeccao por retroviroses
(DOLIESLAGER, 2011; GREENE, 2012; HARASEN & LITTLE, 2015). As
infeccdes sao observadas sob a forma de ulceracdes ou abscessos em gengiva,
lingua, labios e faringe (autor). Os animais apresentam sensibilidade dolorosa
local, além de apatia, disfagia, halitose, salivacdo excessiva e perda de peso
(DOLIESLAGER, 2011; GREENE, 2012; HARASEN & LITTLE, 2015).

2.4.4 Outras infeccbes

Espécies de Pasteurella também tém sido relatadas como agentes
causais de efusdo pleural, osteomielite, otite, peritonite e sepse em felinos
(LLORET et al., 2013; HARASEN & LITTLE, 2015).



2.5 Diagnostico

O diagnéstico presuntivo de rotina da pasteurelose felina baseia-se nos
achados clinico-epidemioldgicos, exames hematologicos e de imagem, cultivo,
identificagdo microbiolégica e perfil de sensibilidade microbiana in vitro dos
isolados (LOVE et al., 2000; GREENE, 2012). Em casos de abscessos deve-se
considerar na anamnese a ocorréncia de brigas e ferimentos prévios nas lesbes
cutaneas. Nesses casos, 0 exame clinico revela lesfes locais abscedantes e/ou
infecgdes difusas em face, térax, membros, regido dorsal e na base da cauda
(LOVE et al., 2000; GREENE, 2012).

O leucograma revela leucocitose por neutrofilia, enquanto no eritrograma
pode haver anemia arregenerativa em resposta a inflamag&o crénica (autor).
Também séo realizados exames de imagem (ultrassonografia e radiografia) nos
gatos com lesdes respiratorias ou disseminadas, visando observar a extenséo
das lesdes e 0 acumulo de liquidos (pus) em tecidos moles (GREENE, 2012).

A puncdo de abscessos e o cultivo de materiais (sangue, abscessos,
fragmentos de Orgdos, secrecdo auricular, lavados transtraqueais, exsudato
conjuntival, pleural, abdominal e de seios nasais) sdo recomendados no
isolamento do agente e para se obter o diagndstico definitivo (SALERNO &
PAES, 2016).

Nos casos de acometimento respiratorio, o diagnostico deve ser realizado
com base na cultura de amostras de lavados transtraqueais, enquanto nas
infeccbes cutaneas e de 6rgdos se recomenda a citologia ou bidpsia, cultivo
microbioldgico e exames histopatolégicos (HARASEN & LITTLE, 2015; QUIMBY
& LAPPIN, 2015).

A identificacdo de rotina das pasteurelas tem sido realizada com base no
cultivo bacteriologico e identificacdo das espécies utilizando métodos fenotipicos
(WILSON & HO, 2013).

Nas ultimas décadas, métodos de diagndstico molecular tém sido utilizados

no diagndéstico da pasteurelose em animais, incluindo PCR convencional e real-
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time PCR, espectrometria de massas e sequenciamento (WANG et al., 2019;
PASCUAL-GARRIGOS et al., 2021; UJVARI et al., 2022). No entanto, na
pasteurelose em gatos, a maioria das descri¢oes tém sido sob a forma de relatos
de caso, utilizando métodos classicos de diagndstico fenotipico para identificar
as espeécies do patégeno (FOSTER et al.,, 2004; FRESHWATER, A., 2008;
WANG et al., 2009; VERONEZI, T. M., 2017; FERREIRA et al., 2019)

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

A espectrometria de massas € uma técnica molecular utilizada na
identificacdo de espécies de bactérias e leveduras (PATEL, 2014), que consiste
naionizacdo de proteinas, utilizada para estimar a proporgéao de massa por carga
traduzida na forma de espectros, que sdo unicos para cada agente (SINGHAL et
al., 2015).

Em medicina veterinaria, a titulo de exemplo, a técnica tem sido utilizada
no diagndéstico de agentes causadores de mastite em vacas em certos paises
(NONNEMANN et al., 2019), inclusive no Brasil (BARREIRO et al., 2010;
GONCALVES et al., 2014). A espectrometria de massas também tem sido
empregada no diagnostico de agentes causais de infec¢des do trato urinario em
suinos (MORENO et al., 2018) e na identificacdo da microbiota de origem
bacteriana e fungica da cavidade oral de caes (PORTILHO, 2020).

Na pasteurelose em gatos, a identificacéo do patégeno em varios estudos
esta restrita em nivel de género da bactéria, utilizando testes fenotipicos
(bioquimicos) classicos (WALKER et al.,, 2000; FOSTER et al.,, 2004,
FRESHWATER, 2008; WANG et al., 2009; GIORDANO et al., 2015; AWOSILE
et al., 2018), enquanto numero reduzido de estudos tem firmado o diagnostico
com base em técnicas moleculares (SHIRZAD-ASKI & TABATABAEI, 2016;
NAKANISHI et al., 2019; REIS, 2019).



11

2.6 Tratamento

Recomenda-se que o tratamento seja realizado com base no isolamento
do agente, com respaldo em testes in vitro de sensibilidade microbiana, que
podem nortear a escolha dos antimicrobianos e reduzir a ocorréncia de
resisténcia bacteriana (SALERNO & PAES, 2016).

Em geral, as afeccbes por Pasteurella sp. séo tratadas com
antimicrobianos de amplo espectro (WILSON & HO, 2013), embora o agente seja
relativamente sensivel a certa variedade de antimicrobianos (HARASEN &
LITTLE, 2015).

Nos casos de ferimentos por mordeduras ou arranhaduras de gatos deve
ser realizada a antissepsia do ferimento (GREENE, 2012; SOUZA & NEW JR,
2015). O entorno da regido lesionada deve ser submetido a tricotomia e, se
possivel, realizar a excisdo cirdrgica do conteudo purulento (autor). Também sao
preconizadas medidas como limpeza diaria local com antissépticos e
debridamento da regido acometida (GREENE, 2012; SOUZA & NEW JR, 2015).

Derivados beta-lactamicos, tetraciclinas e fluorquinolonas tém sido os
principais grupos de antimicrobianos utilizados no tratamento de animais
domeésticos acometidos por pasteurelose. Particularmente nos felinos, se
recomenda a associacdo entre amoxicilina com acido clavulanico (20/mg/kg, a
cada 12 horas, durante 5 a 7 dias, via oral) ou ampicilina (20/mg/kg, a cada 8
horas, durante 5 a 7 dias, via oral). Ainda, séo indicadas a doxiciclina (5 mg/kg,
a cada 12 horas, durante 5 a 7 dias, via oral) ou cefadroxila (22mg/kg, a cada 12
horas, durante 5 a 7 dias, via oral) (GREENE & GOLDSTAIN, 2012).

Em casos graves de pasteurelose em felinos, como peritonite e
osteomielite, o tratamento é preconizado por periodo prolongado, entre 4 e 6
semanas (HARASEN & LITTLE, 2015).

Em humanos, os cultivos de feridas infectadas por espécies de
Pasteurella isoladas de mordidas de gatos tém revelado >95% de sensibilidade
dos isolados a benzilpenicilina, amoxicilina/acido clavulanico, cefazolina e
eritromicina (HARASEN & LITTLE, 2015) embora, na Uultima década, seja
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descrita aumento da resisténcia in vitro de P. multocida as penicilinas e
tetraciclinas, provavelmente pelo uso, ha décadas, destes farmacos em medicina
veterinaria (SALERNO & PAES, 2016).

2.7 Controle e profilaxia

Devido ao comportamento oportunista da bactéria e a presenca como
habitante de mucosas, na pratica, ndo existem medidas especificas
recomendadas no controle ou profilaxia da doenga em gatos (SOUZA & NEW
JR, 2015).

Em geral, recomenda-se que 0s gatos sejam mantidos dentro do
ambiente domiciliar e alimentados com racdo comercial processada, além de
terem as unhas devem ser cortadas periodicamente para prevencao de
possiveis infeccOes de humanos e outros animais por arranhaduras (SOUZA &
NEW JR, 2015).

E indicada a castracéo, particularmente para gatos machos, visando a
reducado da procura por fémeas, comportamento de fuga e do habito de disputas
hierarquicas e com outros gatos por fémeas (GREENE, 2012).

Acidentes relacionados a mordeduras e arranhaduras de gatos em outras
espécies domeésticas, ou mesmo em humanos, devem ser tratados
precocemente, em virtude da natureza polimicrobiana da microbiota bucal dos
gatos, incluindo por espécies de Pasteurella (SOUZA & NEW JR, 2015).

2.8 Reflexos em Saude Unica

As infeccdes por P. multocida apresentam potencial zoonético (LLORET
et al., 2013). Em humanos, a pasteurelose ocorre de forma secundéaria a
acidentes por mordeduras e arranhdes em animais de companhia, por
lambeduras ou contato com secrecdes contaminadas pela bactéria (TALAN et
al., 1999; LIU et al., 2003; GREENE & GOLDSTAIN, 2012; WILSON & HO, 2013;
SALERNO & PAES, 2016).
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Os gatos sdo a espécie animal mais comumente relacionada nas
infecces em humanos por pasteurelas (TALAN et al., 1999; LIU et al., 2003),
posto que cerca de 80% das mordidas de gatos podem se tornar infectadas,
particularmente por P. multocida (HARASEN & LITTLE, 2015). Ainda, os felinos
domésticos apresentam a peculiaridade de denticdo de espessura fina, que
facilita lesdes perfurocortantes profundas nos tecidos, favorecendo a inoculagéo
do patégeno pela saliva, que pode gerar lesdes cutaneas e complicac¢des clinicas
por disseminacao sistémica (KHEIRAN et al., 2019; LOVE, 2000), reforcando a
relevancia em Saude Unica do presente estudo, em virtude do estreito contato
dos tutores com os animais de companhia.

Tal dado é relevante no contexto atual, no qual a multirresisténcia aos
antibacterianos é considerado problema emergente, de ordem mundial, pela
Organizagdo Mundial da Saude. Neste contexto, Wei et al. (2021), relataram o
primeiro caso de infeccdo em humanos por P. multocida resistente a
amoxicilina/acido clavulanico, no qual a bactéria foi isolada de abscesso causado
por mordedura de gato.

Médicos veterinarios e outros profissionais relacionados a saude animal
apresentam risco ocupacional, em virtude do contato direto e manipulacdo
constante de animais, favorecendo os riscos de acidentes ou agressdes com
inoculagbes traumaticas de bactérias, incluindo espécies de pasteurela
(GREENE, 2012).

A pasteurelose em humanos € mais comum, e grave, em criancas, idosos,
individuos com comorbidades e/ou imunossuprimidos, embora também seja
relatada em pessoas imunocompetentes (LLORET et al., 2013). Manifesta-se
geralmente sob a forma de abscessos, artrite séptica, meningite, endocardite,
peritonite, pneumonia e, ocasionalmente, sepse (TALAN et al., 1999; LIU et al.,
2003; WILSON & HO, 2013). P. multocida representa a principal espécie isolada
de casos graves em humanos (WILSON & HO, 2013; SOUZA & NEW JR, 2015).

Nos casos de pasteurelose em humanos - transmitida por animais
domeésticos - estima-se mortalidade entre 25 e 30% dos pacientes,
principalmente entre os que desenvolvem infec¢des sistémicas (WILSON & HO,

2013). Em todo o mundo sao relatados cerca de 20 a 30 mortes humanas/ano
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por pasteurelose e, na maioria dos casos, 0s pacientes tém sido vitimados por
complicacdes clinicas, com histérico de contato ou agressfes por animais de
companhia (WILSON & HO, 2013).

Espécies de Pasteurella figuram dentre as bactérias mais comumente
identificadas em humanos a partir de amostras de ferimentos secundérios a
mordeduras de gatos (LLORET etal., 2013; MIRZAI et al., 2019; MU et al., 2020).
Estes isolados obtidos de tutores e dos felinos do mesmo domicilio tém
apresentado similaridade de viruléncia e do perfil in vitro de sensibilidade
microbiana, indicando que 0s gatos sdo reservatorios, em potencial, para

infeccbes pelo patdgeno em humanos e outros animais (UJVARI et al., 2019).

Considerando o aumento da populacdo de gatos domésticos em todo o
mundo, incluindo no Brasil, a presenca de pasteurelas como habitantes da
microbiota oral e do trato respiratério superior dos felinos, o comportamento
oportunista e o potencial zoonotico do agente, o contato estreito dos tutores e
animais de companhia, e as descricbes com pasteurelose felina praticamente
restritas aos relatos de caso, com identificacdo do agente utilizando métodos
fenotipicos de diagnostico; foi realizado o presente estudo com intuito de
investigar aspectos clinico-epidemioldgicos, o perfil de sensibilidade microbiana
in vitro e o diagnaostico de espécies de Pasteurella por espectrometria de massas,

em gatos domeésticos acometidos por diferentes infeccdes clinicas.



15

3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Identificar espécies de Pasteurella utilizando a espectrometria de massas
(MALDI TOF-MS), em gatos domésticos com diferentes infec¢des clinicas.

3.2Especificos

v Avaliar a ocorréncia da pasteurelose em felinos em relacao as desordens
clinicas e certos aspectos epidemioldgicos (idade, sexo, raca, sazonalidade,
desfecho);

v Investigar o perfil de sensibilidade microbiana in vitro e a ocorréncia de
resisténcia multipla aos antimicrobianos utilizados no tratamento da pasteurelose

felina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Comissao de Etica

O presente estudo foi aprovado pela Comiss&o de Etica e Uso de Animais
(CEUA) da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP), sob niumero 0224/2021 (Anexo 1).

4.2 Animais e isolados de Pasteurella

Foram utilizados isolados de Pasteurella obtidos, por conveniéncia, de
gatos provenientes da rotina de atendimento ambulatorial do Hospital Veterinario
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ) da UNESP/Botucatu,
SP, e de clinicas particulares da regido, encaminhados ao Laboratério de
Diagnaostico Microbiolégico, do Departamento de Producdo Animal e Medicina
Veterinaria Preventiva da FMVZ/UNESP/Botucatu, SP, entre 2021 e 2022, com
diferentes aspectos clinicos.

Os diferentes tipos de espécimes clinicos foram colhidos apds o uso de
solucdes antissépticas, mantidos em refrigeracéo (4-8°C) e encaminhados para
o cultivo microbioldgico no laboratério supracitado.

Dados de raca e sexo dos animais, afec¢des clinicas e desfecho (cura ou
morte) foram obtidos dos animais amostrados. Foram acessados também os
periodos do ano de ocorréncia dos casos, a saber: primavera (setembro a
novembro), verdo (dezembro a fevereiro), outono (marco a maio) e inverno
(junho a agosto). Os dados de idade dos animais foram estratificados conforme
segue: <1 ano de idade, 1 a <5 anos, >5 a <10 anos, e >10 anos (Ribeiro et al.,
2022), considerados, jovens, adultos-jovens, adultos e idosos (senectos),
respectivamente.

Foram avaliados se os animais eram intradomiciliados restritos, semi-
domiciliados, animais de rua ou ferais, ou se nao foi possivel obter esta

informacéao.
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4.3 Diagnostico de Imunodeficiéncia Viral Felina (Feline Immunodeficiency

Virus-FIV) e Leucemia Viral Felina (Feline Leukemia Virus - FeLV)

Foi investigado o status de diagnostico recente (30 dias antes do
isolamento de Pasteurella spp.) de FIV e FeLV nos gatos domésticos
amostrados. O diagnéstico foi realizado a partir do sangue total colhido dos
animais amostrados, utilizando o kit comercial Snap Test® segundo as
recomendacbes do fabricante (IDEXX Brasil Laboratérios Ltda®, ltajai, SC),

visando a deteccao de antigenos de FelLV e anticorpos contra FIV.

4.4 Cultivo microbiolégico

Todos os espécimes clinicos (lavado transtraqueal, urina, secrecao de
abscessos e conjuntivas) foram cultivados em condi¢cdes de aerobiose no meio
de agar sangue bovino (Oxoid®, Sdo Paulo, Brasil) e em meio seletivo de
MacConkey (Oxoid®, Sédo Paulo, Brasil), incubados a 37°C, avaliados a cada 24
horas, mantidos por 72 horas. Os micro-organismos isolados foram, inicialmente,
identificados com base em caracteristicas morfotintoriais e bioquimicas (QUINN
etal, 2011) e, posteriormente, encaminhados para o diagnéstico por MALDI-TOF
MS, visando a identificacdo em nivel de espécies.

Foram consideradas infec¢des, isolamentos com >10 unidades

formadoras de colénias (UFC) de micro-organismos.

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

Isolados compativeis com espécies de Pasturella foram submetidos a
espectrometria de massas para confirmacgéo diagnostica. Foi utilizado a técnica
de MALDI-TOF MS (Bruker e Daltonics™, Bremen, Alemanha), seguindo as
recomendacdes do fabricante.

Trés a quatro col6nias recém isoladas (24 a 48h) em agar sangue foram

submetidas a extragdo com 20-40uL de &cido férmico (70%) e centrifugadas,
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visando a lise bacteriana e liberagcdo de proteinas (predominantemente de
origem ribossomal) e formacdo de ions, necessarios para a formacdo dos
espectros bacterianos. Cerca de 15 minutos depois, foi adicionado em cada
amostra 20-40uL de acetromil (100% P.A.) na mesma propor¢cdo do &cido
formico (1:1) e centrifugado. Em seguida, 1pL da solucdo de cada amostra foi
adicionada em placas especificas contendo 96 orificios (Bruker e Daltonics™,
Bremen, Alemanha) e mantida por cerca de 20 minutos para secar em
temperatura ambiente. Os orificios com as amostras secas foram cobertos com
1uL de solucdo matriz (&cido 2-ciano-4- hidroxicindmico diluido a 50% de
acetromil e 2,5% de &cido trifluoracético). As placas 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 em nivel género e espécie dos micro-organismos foi
considerada para isolados com espectros 21.7 e 22.0, respectivamente
(BARREIRO et al., 2010; GONCALVES et al., 2014).

4.6 Perfil de sensibilidade microbiana in vitro

Todos os isolados foram submetidos ao teste de sensibilidade microbiana
in vitro pelo método de difusdo com discos, segundo as recomendacdes do
Clinical Laboratory Standards Institute - CLSI (CLSI, 2020a,b), utilizando 11
antimicrobianos pertencentes a cinco grupos indicados para o tratamento de
infeccbes por espécies de Pasteurella em felinos, conforme segue: 1)
aminoglicosideos (amicacina, 30 pug), 2) beta-lactamicos e derivados
(amoxicilina/acido clavulanico, 30 pg; ampicilina, 10 ug; cefalexina, 30 ug;
ceftriaxona, 30 ug; 3) fluoroquinolonas (ciprofloxacino, 5 ug; levofloxacino 5 ug;
marbofloxacino, 5 ug; norfloxacino, 10 ug); 4) macrolideos (azitromicina, 15 ug);
5) tetraciclinas (doxiciclina, 30 ug). Isolados resistentes a = 3 antimicrobianos de
classes distintas foram considerados multirresistentes (MAGIORAKOS et al.,
2012).
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4.7 Hematocrito e numero total de leucocitos

Foram investigados os dados de hematdcrito e nimero total de leucocitos
entre os gatos domésticos amostrados. Foram considerados como parametros
normais da espécie entre 24-47% para o hematécrito e 5,5-19,5 10%/uL para o
namero total de leucécitos (leucometria). A dosagem do hematdécrito e contagem
do numero total de leucdcitos foram realizadas com base na centrifugacédo de
capilar do sangue total e diluicho de sangue total em camara de Neubauer

(microscopia 6ptica), respectivamente (THRALL et al., 2017).

4.8 Analise estatistica

Associacdes entre as variaveis categoricas (sexo e idade dos animais,
estacbes do ano, acesso a rua, desfecho), diferentes infec¢des clinicas e
identificacdo das espécies de Pasteurella foram avaliadas com base nos testes
de Qui-quadrado ou Fisher. Para as variaveis continuas (hematocrito e numero
de leucdcitos) foram realizados testes nao paramétricos (Wilcoxon ou Kruskall-
Wallis) visando verificar diferencas estatisticas entre as medianas destes dados
com as variaveis explanatorias. Foram consideradas diferencas estatisticas para
valores de p<0,05. As analises foram realizadas com o auxilio do software SAS
Ondemand For Academics (SAS Institute Inc., Cary, NC, USA).



20

5. RESULTADOS

Foram isoladas espécies de Pasteurella de 26 gatos com diferentes

afecgdes clinicas (Anexo 2).

5.1 Dados epidemiolégicos dos gatos amostrados

Dos 26 gatos amostrados, 92% (24/26) ndo possuiam raca definida,
exceto dois animais (2/26=8%) da raca Maine Coon e Exdético Pelo Curto.

A idade dos animais variou entre 2 meses e 16 anos, com a média de 5,5
anos. Foi possivel obter a informacao da idade de 88,5% (23/26) dos animais,
enquanto 11,5% (3/26) tinham idade desconhecida. Entre os gatos com idade
conhecida, 19% (5/26) tinham < 1 ano (jovens), 19% (5/26) entre 1 e < 5 anos
(adultos-jovens), 23% (6/26) > 5 e < 10 anos (adultos) e 27% (7/26) > 10 anos
(velhos).

Do total de animais, 53,8% (14/26) tinham acesso a rua, enquanto 30,8%
(8/26) nao tinham acesso a rua e 15,4% (4/26) néo foi possivel obter esta
informacao.

Do total de gatos amostrados, 65% (17/26) eram machos e 34% (9/26)
fémeas. Em relacdo ao periodo do ano em que as amostras foram coletadas,
34% (9/26) foram na primavera, 26% (7/26) no verdo, 11% (3/26) no outono e
26% (7/26) no inverno.

Informacgdes sobre o desfecho foram obtidas de 57% (15/26) dos animais.
Destes, 53% (8/16) evoluiram para 6bito (sepse n=4, pneumonia n=1, neoplasias
n=3), enquanto os demais 53% (8/16) se recuperaram apds 0 tratamento
(infeccdes cutaneas).

Dentre os 26 felinos, em somente 15,4% (4/26) tinham sido testados
recentemente (<60 dias) para FIV e FeLV, dos quais dois machos (2/4=50%)
foram reagentes.

Nado foram observadas associacfes significantes entre as variaveis

categoricas (sexo e idade dos animais, estacdes do ano, acesso a rua,
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desfecho), manifestacdes clinicas e identificacdo das espécies de Pasteurella,

bem como para as variaveis continuas (hematdcrito e nimero de leucdcitos).

5.2 Identificagcdo de espécies de Pasteurella

Dentre os 26 gatos, foram isoladas col6nias de aspecto arredondado,
mucoides, acinzentadas, ndo hemoliticas, com cerca de 1mm de didmetro, entre
24 e 48 horas, no meio de agar sangue, compativeis fenotipicamente com
espécies do género Pasteurella (QUINN et al., 2011).

Na técnica de MALDI-TOF MS foram detectadas trés espécies de
Pasteurella, com predominio de Pasteurella multocida (23/26=88,4%), seguido
em menor frequéncia de Pasteurella dagmatis (2/26=7,7%) e Pasteurella canis
(1/26=3,8%) (Tabela 1).

5.3 Afeccdes clinicas

Dentre os espécimes clinicos com isolamento de pasteurelas, 42%
(11/26) foram provenientes de abscessos, 11% (3/26) pneumonia, 11% (3/26)
conjuntivite, 11% (3/26) feridas abertas, 7% (2/26) infec¢des do trato urinario, 7%
(2/26) efusao pleural, 3% (1/26) piometra e 3% (1/26) infeccdo secundaria a

neoplasia (Tabela 1).
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Tabela 1. Identificacdo de espécies de Pasteurella por espectrometria de massas®! em gatos domésticos com diferentes

afecc¢des clinicas. Botucatu, SP (2019-2023)

Afec¢Oes  Abscessos Pneumonia Conjuntivite InfecgOes Feridas abertas Outras? Total
cutaneos urindrias

. N / Total (%) N / Total (%) N / Total (%) N / Total (%) N / Total (%) N/ Total
Espécies N / Total (%) (%)
P. multocida  10/11 (90,9) 3/3 (100) 1/3(33,3) 2/2 (100%) 4/4 (100) 23/26 (88)
P. canis 0/11 (0) 0/3 (0) 1/3(33,3) 0/2 (0%) 0/3 (0) 1/26 (3)
P. dagmatis 1/11 (9) 0/3 (0) 1/3(33,3) 0/2 (0%) 0/3 (0) 2/26 (7)
Total 11/26 (35) 3/26(11) 3/26 (11) 2/26 (7) 4/26 (15) 26/26 (100)

N = nimero de amostras

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

2 Efusdo pleural (2/26=7%), piometra (1/26=3%), infec¢do secundaria a neoplasia (1/26=3%)



5.4 Teste de sensibilidade microbiana in vitro

Exceto amicacina, azitromicina e norfloxacino,
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todos os demais

antimicrobianos apresentaram > 95% de eficacia in vitro diante dos isolados. A

maior resisténcia dos isolados foi observada para amicacina (10/26=38%),

seguida de azitromicina e norfloxacino (Tabela 2). Nao foram observados

isolados multirresistentes de Pasteurella.

TABELA 2. Perfil de sensibilidade microbiana in vitro (método de difuséo

com discos) em 26 isolados de Pasteurella obtidos de gatos domésticos

com diferentes afec¢des clinicas. Botucatu, SP (2021-2023).

Classes Antimicrobianos Sensibilidade
S (%) PS (%) R (%)
Aminoglicosideos Amicacina 9 (34) 7 (26) 10 (38)
Beta lactamicos e Amoxicilina/
derivados acido clavulanico 26 (100) °00) °0)
Ampicilina 26 (100) 0(0) 0 (0)
Cefalexina 26 (100) 0(0) 0 (0)
Ceftriaxona 26 (100) 0(0) 0 (0)
Fluorquinolonas Ciprofloxacino 26 (100) 0(0) 0 (0)
Levofloxacino 26 (100) 0(0) 0 (0)
Marbofloxacino 26 (100) 0 (0) 0 (0)
Norfloxacino 25 (96) 0(0) 1(3)
Macrolideos Azitromicina 21 (80) 3(11,5) 2(7,7)
Tetraciclinas Doxiciclina 26 (100) 0(0) 0 (0)
Tetraciclina 26 (100) 0(0) 0 (0)

S=sensivel, PS=parcialmente sensivel, R=resistente
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5.5 Hematocrito e numero total de leucécitos

Os achados de hematécrito e numero de leucdcitos totais estavam
disponiveis em 46,1% (12/26) dos gatos amostrados, posto que muitos dos
animais incluidos no estudo ndo tinham fichas de controle de atendimento
clinico. Destes, 83% (10/12) apresentaram valores de hematécrito considerados
normais para a espeécie, enquanto 17% (2/12) apresentaram valores abaixo do
limite normal. Na contagem de leucécitos totais, 67% (8/12) revelaram contagens
consideradas normais para espécie, enquanto 33% (4/12) apresentaram

leucocitose.
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6. DISCUSSAO

O Brasil possui uma das maiores populagdes de animais de companhia
do mundo, com aumento substancial da populacdo de gatos domésticos,
semidomiciliados ou errantes nos ultimos anos (MOUTINHO et al., 2019;
INSTITUTO PET BRASIL, 2022). Apesar dos beneficios psicossociais e de bem
estar dos tutores com a presenca dos felinos domésticos nos domicilios, o
contato estreito destes com os felinos pode favorecer a transmissao de
patégenos virulentos (ROCHA et al., 2021; ZORAYD et al., 2022), de potencial
zoonotico, entre estes animais de companhia e os humanos (ESCH et al., 2013);
fato que merece preocupacdo no contexto de Satde Coletiva (UJVARI et al.,
2019; MIRZAI et al., 2019; MU et al., 2020), e constituiu uma das principais
motivacdes do presente estudo.

No presente estudo foi investigada por prote6bmica (espectrometria de
massas) a identificacdo de espécies de Pasteurella em 26 gatos domésticos com
diferentes infeccdes clinicas, que revelou maior frequéncia de deteccdo da
espécie P. multocida, com predominio de lesdes cutaneas, em gatos machos, e
evolucao fatal nos casos de infec¢des sistémicas.

As pasteurelas constituem grupo de bactérias que habitam a microbiota
oral e do trato respiratorio superior de animais domésticos, cujas infeccoes em
animais de companhia e de producdo estdo relacionadas ao comportamento
oportunista do patdogeno (GYLES et al., 2010; ABRAHAMIAN & GOLDSTEIN,
2011; SALERNO & PAES, 2016; REIS, 2019; SYKES, 2022). Mais de 15
espécies de Pasteurella sdo conhecidas, embora P. multocida, P. dagmatis e P.
stomatis sejam mais frequentemente isoladas de diferentes infec¢cbes clinicas
em animais domésticos (QUINN et al., 2011; SALERNO & PAES, 2016; SYKES,
2022). Nos 26 gatos amostrados foi identificado P. multocida em 88,4% dos
animais com base na espectrometria de massas seguido, em menor frequéncia,
de 7,7% e 3,8% de deteccdo de P. dagmatis e P. canis, respectivamente. Tal
resultado reforca o predominio de P. multocida como a principal espécie de

Pasteurella nas infecc¢des clinicas em gatos domeésticos (LLORET et al., 2013;
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SYKES, 2022). Vale ressaltar que as trés espécies estdo presentes e sdo
isoladas da cavidade oronasal de gatos saudaveis, pertencendo ao grupo de
bactérias da microbiota local (TALAN et al., 1999).

Diferentes fatores epidemiolégicos devem ser considerados nas infecgdes
por pasteurelas em gatos domeésticos, incluindo sexo, idade e raca dos animais,
hébito territorial dos felinos (disputas por dominéancia no ambiente, alimento e
fémeas no estro) e acesso ao ambiente externo do domicilio (LOVE, 2000;
WALKER et al., 2000; VERONEZI, 2017; WANG et al., 2019).

Do total de 26 gatos amostrados, 92% né&o possuiam raca definida, exceto
dois animais (8%) da raca Maine Coon e Ex6tico de pelo curto, fato que dificultou
avaliar a influéncia das peculiaridades da variavel raca nas infeccbes por
Pasteurella. Tal achado pode ser atribuido, em parte, ao maior predominio de
gatos mesticos nos domicilios e ao aumento da adocéo de animais errantes no
Brasil (JUNQUEIRA, 2017; MOUTINHO et al., 2019), ou ao perfil
socioeconémico dos tutores dos animais estudados, encaminhados ao servigo
de diagndstico microbiolégico da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP, que, usualmente,
€ constituido por tutores de baixo poder aquisitivo (ALMEIDA, 2023) que,
dificilmente, adquirem gatos a partir de compras diretas.

Foi possivel obter dados de idade de 88,5% (23/26) do total de gatos
estudados. Destes, ampla variacdo de idade foi observada, com animais
acometidos entre 2 meses e 16 anos, com média de 5,5 anos, indicando que a
pasteurelose em felinos domésticos pode ocorrer em qualquer faixa etaria. No
entanto, dentre os 23 gatos com idade conhecida, foi observada distribuicéo
relativamente equivalente das infeccoes por espécies de Pasteurella entre os
animais considerados jovens (19%), adultos-jovens (19%) e adultos (23%), e alta
ocorréncia em animais velhos (27%), embora sem significancia estatistica. Dos
27% de animais considerados velhos, houve uma correlacdo equilibrada entre
desfecho letal e faixa etaria, em que 5/10 (50%) evoluiram ao 6bito natural ou
induzido, decorrente das complicacées da enfermidade base e coinfec¢des.

Ainda, mais de 50% dos animais amostrados tinham histérico de acesso
a rua e mais de 60% eram machos. Certa equivaléncia na distribuicdo de

ocorréncia das infecgfes entre gatos considerados de idade jovem a adulta, com
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predominio em machos com acesso a rua, concorda com estudos similares
envolvendo a pasteurelose em gatos domésticos (FRESHWATER et al., 2008;
LLORET et al.,, 2013; MOUTINHO et al.,, 2019). Tal resultado poderia ser
atribuido ao livre acesso a rua de gatos machos ndo castrados, em idade
reprodutiva, que poderia favorecer infecgbes respiratorias pelo contato com
outros animais fora do domicilio. Ainda, o acesso a rua poderia favorecer lesbes
cutdneas secundarias a mordeduras, devido aos héabitos territoriais de gatos
machos, comumente envolvidos em disputas por alimento, por fémeas no estro
elou pela dominancia do territorio, propiciando a inoculacdo de espécies de
Pasteurella, habitantes da microbiota da cavidade oral e respiratdria superior de
gatos domésticos, além do leito ungueal (LOVE, 2000; WALKER et al., 200;
VERONEZI, 2017; WANG et al., 2019).

Do total de 26 gatos incluidos no presente estudo, 60% apresentaram
infecgbes clinicas no periodo da primavera e verdo. A alta ocorréncia de
infeccdes nestas estacdes do ano (ainda que sem significancia estatistica)
poderia estar relacionada ao periodo reprodutivo das gatas domésticas, que
apresenta maior numero de estros em periodos de dias mais longos (primavera
e verdo) (JOHNSTON et al., 2001), favorecendo a procura por machos
semidomiciliados ou errantes, que poderiam se envolver em disputas pelas
fémeas, e a ocorréncia de lesbes cutaneas por mordeduras e arranhaduras
(LOVE, 2000; WALKER et al., 200; VERONEZI, 2017; WANG et al., 2019).

Lambeduras também figuram entre as possibilidades de infec¢cdes por
Pasteurella em felinos domeésticos, posto que o habito de auto limpeza ou asseio
(grooming) em areas cutaneas com solucdes de continuidade pode representar
via alternativa de transmissdo do agente, a partir da contaminacdo de lesdes
pela prépria saliva do animal (GYLES et al.,, 2010). Em ambas situacoes,
representadas pela mordedura ou contaminacédo de feridas cutaneas, as lesdes
comumente evoluem para formacdo de abscessos cutaneos, celulite, ou
disseminacdo sistémica, com possibilidade de septicemia e formacdo de
abscessos em 06rgdos (QUINN et al., 2011; QUIMBY & LAPPIN et al., 2015;
SALERNO & PAES, 2016).
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Abscessos cutaneos (42%) foram as apresentacdes clinicas mais
frequentes nos 26 gatos amostrados, seguida de pneumonia (11%), feridas
abertas (11%) e conjuntivite (11%), além de uma variedade de outras
manifestacdes clinicas, e.g., efusdo pleural, piometra e infeccdo do trato urinario,
reforcando o comportamento oportunista das espécies de Pasteurella nas
infeccBes em gatos domésticos (GYLES et al., 2010; QUINN et al., 2011; SIKES,
2022). O predominio de abscessos cutaneos nos 26 casos do presente estudo,
concorda com estudos similares, nos quais as lesfes cutaneas séo consideradas
a principal manifestacéo clinica da pasteurelose em felinos domésticos (LLORET
et al., 2013; HARASEN & LITTLE, 2015; SYKES, 2022) e, possivelmente, o
in6culo trauméatico do agente a principal via de infeccéo.

Dados de desfecho dos casos de pasteurelose nos gatos estudados
foram obtidos de 61% (16/26) dos animais. Destes, 50% (8/16) evoluiram para
Obito ou foi realizada a eutanasia, principalmente em animais acometidos por
infeccbes sistémicas graves (pneumonia e efusdo pleural), reforcando o
prognostico reservado nos casos de disseminacdo do patégeno ou infeccdes
sistémicas (HARASEN & LITTLE, 2015; SYKES, 2022).

Apesar da gravidade e do prognastico reservado de infeccdes sistémicas
por espécies de Pasteurella nos felinos domeésticos, as descricdes da doenca em
gatos tem sido principalmente reportadas sob a forma de relatos de casos
(DOLIESLAGER, 2011; LLORET et al., 2013; QUIMBY & LAPPIN, 2015}, com o
diagnastico restrito em nivel de género do micro-organismo ou firmado com base
em testes fenotipicos classicos (WALKER et al., 2000; FOSTER et al., 2004;
FRESHWATER, 2008; WANG et al., 2009; GIORDANO et al., 2015; AWOSILE
et al., 2018). Em contraste, no presente estudo, isolados de Pasteurella obtidos
de 26 gatos domésticos, com diferentes infeccdes clinicas, foram diagnosticados
molecularmente com base em proteébmica (MALDI-TOF MS), que tem se
revelado técnica acurada, répida, de custo acessivel, com alto poder
discriminatério de espécies bacterianas e de leveduras, favorecendo estudos
etioepidemiolégicos com micro-organismos de origem animal e humana
(KUHNERT et al., 2012; ZANGENAH et al., 2013).
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A ocorréncia da pasteurelose clinica em gatos tem sido associada com
animais coinfectados por doencas debilitantes ou imunossupressivas, i.e., FIV e
FeLV (SYKES, 2022). No presente estudo, em somente quatro gatos foi possivel
obter dados de testes recentes de diagndstico de FIV e FelLV, dos quais dois
animais foram reagentes para FeLV, dificultando avaliar o impacto nos animais
estudados da coinfeccao de Pasteurella com estas doencas imunossupressivas
virais.

Os exames hematoldgicos de hematdcrito e contagem de leucdcitos totais
foram realizados em 12 (46,1%) gatos estudados, que revelaram a maioria dos
animais com valores normais de hematdcrito (>80%) e 33% com leucocitose. A
presenca de leucocitose, com ou sem anemia, nos gatos estudados era
esperada, em virtude da quimiotaxia induzida por espécies de Pasteurella nas
infeccbes em gatos (SALERNO & PAES, 2016; SYKES, 2022). O motivo da
baixa taxa de leucocitose, ocorre devido ao maior registro de infeccdes leves e
localizadas nos animais estudados.

Beta-lactamicos e derivados (amoxicilina/acido clavulanico, ampicilina,
cefalexina, ceftriaxona) e tetraciclinas (doxiciclina e tetraciclina) foram os
grupos/antimicrobianos que apresentaram 100% de eficacia in vitro diante das
trés espécies de Pasteurella isoladas no presente estudo. Ainda, ciprofloxacino,
levofloxacino e marbofloxacino (farmacos representantes do grupo das
fluorquinolonas), também apresentaram 100% de eficacia diante dos isolados,
exceto norfloxacino, que apresentou somente um isolado de P. multocida
resistente. Esses resultados concordam com estudos similares do perfil de
sensibilidade in vitro aos antimicrobianos em isolados de pasteurelas obtidos de
gatos (FRESHWATER, 2008; FERREIRA et al., 2016; REIS, 2019) e indicam
gque, de modo geral, antimicrobianos pertencentes aos grupos dos beta-
lactamicos, tetraciclinas e fluorquinolonas sao alternativas terapéuticas que
devem ser consideradas no tratamento da pasteurelose em gatos domeésticos,
devido ao amplo espectro de acédo, principalmente contra gram negativos, e o
potencial de perfusdo nos diversos tecidos inflamados (LLORET et al., 2013;
HARASEN & LITTLE, 2015; SYKES, 2022).
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Apesar dos resultados positivos demonstrando elevada sensibilidade a
maioria do grupo de antimicrobianos, a discrepancia analisada quanto ao
prognéstico, se deve ao fato de que, animais que evoluiram pra Obito
apresentavam comorbidades, por isso, ndo coincidiram com os perfis de
sensibilidade eficazes. O isolamento de Pasteurella teve agao oportunista e
secundaria, como nos casos neoplasicos.

Ademais, estudo conduzido nos EUA com a identificacdo etioldgica e
perfil de sensibilidade microbiana in vitro de patégenos em 78 humanos
agredidos por mordedura de gatos, revelou que 70% dos isolados de P.
multocida foram sensiveis a farmacos representantes do grupo dos beta-
lactamicos (amoxicilina/acido clavulanico e penicilina) (WESTLING et al., (2006).

Em contraste, 38% dos 26 isolados de Pasteurella do presente estudo
revelaram resisténcia a amicacina (aminoglicosideo) e 7,7% a azitromicina
(macrolideos). Se presume que tal resultado de resisténcia aos dois grupos de
antimicrobianos, decorre do uso histérico e de primeira escolha a estes dois
compostos, 0 que gerou certa selecao antimicrobiana para Pasteurella spp.

Apesar da eficacia de certos grupos de antimicrobianos nas infec¢des por
pasteurelas em gatos domeésticos, recomenda-se que, sempre que possivel, os
tratamentos sejam realizados com o respaldo de testes de sensibilidade
microbiana in vitro dos isolados, que podem nortear o uso de farmacos eficazes
(SALERNO & PAES, 2016) e aumentar as chances de sucesso dos tratamentos
(GUIGUERE et al., 2013), bem como evitar 0 uso n&o racional de
antimicrobianos, relacionado ao aumento da presséo seletiva para bactérias
multirresistentes (MAGIORAKOS et al., 2012), preocupacdo emergente em
Saude Unica (WEI et al., (2021).

Amostragem de conveniéncia, a nao caracterizacdo de
sorogrupos/subespécies de Pasteurella, e a ndo investigacdo de comorbidades
e doencas debilitantes (exceto FIV e FeLV) em varios animais estudados podem

ser considerados fatores limitantes do presente estudo.
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7. CONCLUSOES

v P. multocida foi predominantemente isolada dos gatos domeésticos,

reforcando o envolvimento desta espécie como agente causal primario de

diferentes infec¢des clinicas em felinos de companhia;

v A presenca de grande variedade de infecgdes clinicas (i.e., abscessos

cutaneos, pneumonia, conjuntivite, feridas abertas, piometra, infec¢cdo do trato
urinario e efusdo pleural) observadas nos gatos domésticos, reforca o

comportamento oportunista do patdgeno na pasteurelose felina;

v Predominio de abscessos cutaneos foi observado em gatos machos, com

acesso a rua, que poderia ser atribuido a veiculacdo do patdgeno por
mordeduras ou arranhaduras secundarias a disputas por alimentos, fémeas e/ou

territorio;

v P. multocida, P. dagmatis e P. canis foram as espécies identificadas por

protedmica pela técnica de MALDI-TOF MS nos gatos com diferentes infeccdes
clinicas, mostrando-se método pratico, de resultado acurado, rapido e de custo

acessivel, no diagnéstico da pasteurelose em felinos domésticos;

v Antimicrobianos do grupo dos beta-lactamicos, tetraciclinas e

fluorquinolonas foram efetivos in vitro, podendo ser considerados como
alternativas de farmacos no tratamento da pasteurelose felina em diferentes

apresentacoes clinicas;

v Isolados de Pasteurella foram resistentes a farmacos do grupo dos

aminoglicosideos (amicacina) e macrolideos (azitromicina), ressaltando a
importancia da instituicdo do tratamento da pasteurelose felina com base em

testes in vitro de sensibilidade microbiana do patégeno.
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ANIMAL RACA IDAD SEXO Ht Leucécito MALDI- TOF MS AFECCAO FIVIFeLV ACESSO EPOCA DESFECHO
E (%) s A RUA DO ANO
(10%/uL)

1 SRD Desc. F 36 6,5 Pasteurella Ferida NR SIM MARCO Eutanésia
multocida

2 SRD 16a M 21 83,3 Pasteurella Abscesso NR SIM JULHO Eutanésia
multocida cutaneo

3 SRD 3a M 32 22,5 Pasteurella Infeccao NR SIM JULHO Obito
multocida urinéria

4 SRD la M NR NR Pasteurella dagmatis  Conjuntivite NR NAO AGOSTO Desc.

5 SRD 3a M 33 59 Pasteurella Infeccéo NR SIM AGOSTO Desc.
multocida urinéria

6 SRD Desc. F 27 10 Pasteurella Neoplasia NR NAO SETEMBRO Desc.
multocida

7 SRD 14a M 35 7,9 Pasteurella Pneumonia NR SIM SETEMBRO Obito
multocida

8 SRD 10a M 25 32,8 Pasteurella Abcesso NR SIM OUTUBRO Obito
multocida cutaneo

9 SRD 2a M NR NR Pasteurella Ferida FeLV (+) SIM NOVEMBR Desc.
multocida ®)

10 SRD la M 43 17,8 Pasteurella Abscesso NR NAO DEZEMBRO Alta
multocida cutaneo

11 SRD la M NR NR Pasteurella Abscesso NR Desc. DEZEMBRO Desc.
multocida cutaneo

12 SRD 1lla F NR NR Pasteurella canis Conjuntivite NR SIM DEZEMBRO Alta
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13 SRD 2m NR NR Pasteurella Abscesso NR NAO DEZEMBRO Alta
multocida cutaneo
14 SRD la NR NR Pasteurella Pneumonia  Negativos SIM JANEIRO Alta
multocida
15 SRD 6a 26 9,2 Pasteurella Abscesso NR SIM FEVEREIRO Alta
multocida cutaneo
16 SRD 16a 43 11,4 Pasteurella Pneumonia  FelV (+) NAO FEVEREIRO Obito
multocida
17 Maine- la NR NR Pasteurella Efuséo Negativos Desc. MARCO Obito
coon multocida pleural
18 SRD 14a NR NR Pasteurella Abscesso NR SIM MAIO Alta
multocida cutaneo
19 SRD Desc. 22 3,7 Pasteurella Piometra NR SIM SETEMBRO Alta
multocida
20 SRD 10a NR NR Pasteurella Conjuntivite NR Desc DEZEMBRO Desc.
multocida
21 SRD 10a NR NR Pasteurella Abscesso NR SIM MARCO Eutanéasia
multocida
22 SRD 4m NR NR Pasteurella Pneumonia NR NAO MARCO Desc.
multocida
23 SRD 7a 40 8,1 Pasteurella Efuséo NR NAO MAIO Obito
multocida pleural
24 SRD 12a NR NR Pasteurella dagmatis Abscesso NR NAO JUNHO Alta
cutaneo
25 SRD 9a NR NR Pasteurella Ferida NR Desc AGOSTO Alta
multocida
26 Exético 1lla NR NR Pasteurella Abscesso Negativos SIM AGOSTO Alta
pelo multocida cutaneo

curto
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	O diagnóstico de rotina da pasteurelose em gatos tem sido baseado nos achados clínico-epidemiológicos, exames subsidiários (hematológicos, bioquímicos e de imagem), no isolamento microbiano, identificação fenotípica (bioquímica) das espécies da bactér...
	Cefalosporinas, fluorquinolonas, tetraciclinas e amoxicilina/ácido clavulânico são os principais grupos/antimicrobianos utilizados no tratamento das infecções por espécies de Pasteurella em gatos (GREENE & GOLDSTAIN, 2012; LLORET et al., 2013). Devido...
	Em humanos, Pasteurella sp. representa uma das bactérias mais comumente encontradas nos isolamentos microbianos a partir de amostras de ferimentos secundários a mordeduras de gatos (LLORET et al., 2013; MIRZAI et al., 2019; MU et al., 2020). Ainda, is...
	Apesar da gravidade das infecções sistêmicas por espécies de Pasteurella nos felinos, as descrições da doença em gatos estão praticamente restritas a relatos de casos (DOLIESLAGER, 2011; LLORET et al., 2013; QUIMBY & LAPPIN, 2015). Ainda, na maioria d...
	Neste cenário, o presente estudo investigou os principais achados clínico-epidemiológicos, a identificação das espécies de Pasteurella por espectrometria de massas e o perfil de sensibilidade microbiana in vitro, em isolados obtidos de diferentes infe...
	2. REVISÃO DE LITERATURA
	2.1 Etiologia e propriedades gerais

	O gênero Pasteurella pertence à família Pasteurellaceae, que compreende bactérias anaeróbicas facultativas que, em sua maioria, são habitantes de mucosas e do trato respiratório superior de animais domésticos, com reduzida sobrevivência no...
	Pasteurella foi isolada pela primeira vez na década de 1880, cujo nome do gênero foi nomeado em homenagem ao pesquisador Louis Pasteur, que descreveu pioneiramente a bactéria como agente causal de cólera em aves (MUTTERS et al., 1985; GYLES et al., ...
	Pasteurelas são bactérias gram-negativas com formato pleomórfico (cocos ou cocobacilar), bipolares na coloração de Gram. São imóveis, com tamanho variando entre 0,2-1 x 1-2µm. São oxidase e catalase positivas e podem fermentar glicose e outros açúca...
	O isolamento das pasteurelas pode ser obtido utilizando meios convencionais (ágar sangue bovino ou ovino a 5%) ou soro fetal bovino, incubados em condições de aerobiose, a 37 C (HAGAN et al., 1988; QUINN et al., 2011). Entre 24 e 48 horas de cultivo, ...
	Certos isolados patogênicos são mucoides devido à presença de cápsula de ácido hialurônico (HAGAN et al., 1988; QUINN et al., 2011). A maioria dos isolados são catalase, oxidase, indol e ornitina descarboxilase positivos e também fermentam sacarose, g...
	Mais de 15 espécies de Pasteurella são conhecidas, embora Pasteurella multocida (P. multocida), P. dagmatis e P. stomatis sejam mais frequentemente isoladas de diferentes infecções clinicas em animais domésticos (SALERNO & PAES, 2016).
	P. multocida possui cinco sorogrupos (A, B, D, E, F), identificados com base na antigenicidade dos polissacarídeos capsulares, dos quais o sorogrupo A é o mais comumente encontrado nas espécies domésticas (QUINN et al., 2011). Ainda, o gênero Pasteu...
	2.2 Epidemiologia

	Micrganismos do gênero Pasteurella habitam a região oronasal de animais domésticos). Estima-se que esta bactéria possa ser encontrada na microbiota bucal de 52 a 99% dos gatos (GREENE & GOLDSTAIN, 2012; LLORET et al., 2013). P. multocida ...
	A pasteurelose em animais ocorre em todo o mundo, embora apresente maior ocorrência em países de clima frio e temperado (SALERNO & PAES, 2016).O micro-organismo pode acometer diferentes espécies de animais e não possui predileção por sexo, embora seja...
	Particularmente em animais de companhia, a pasteurelose está relacionada principalmente à inoculação cutânea do agente por mordeduras e arranhões, ou inalação do patógeno (SYKES, 2022). Gatos possuem dentes finos e afiados, e hábito de disputas por ...
	As unhas também podem ser responsáveis por transmitir o agente, pois os gatos apresentam hábito de autolimpeza e lambedura das próprias patas, fato que pode propiciar a presença da bactéria no leito ungueal e a transmissão por arranhaduras (GREENE & G...
	2.3 Patogenia

	Muitos agentes que habitam microbiotas de animais podem exercer efeito patogênico, em casos de deficiências da resposta imune do hospedeiro (KUBATZKY, 2012). Neste contexto, as espécies de Pasteurella são encontradas na mucosa orofaríngea e trato resp...
	O patógeno possui vários mecanismos de virulência, incluindo a captação de íons ferro, presença de lipopolissacarídeos de membrana, cápsula, fatores de aderência de superfície (fímbrias) e enzimas (neuraminidases, hialuronidases e proteases), que fa...
	P. multocida produz enzimas hidrolíticas que facilitam a aquisição de nutrientes, além das hialuronidases, presentes em casos de septicemia hemorrágica (WILSON & HO, 2013; SALERNO & PAES, 2016). As fímbrias são responsáveis pela aderência às mucosas...
	O patógeno também produz leucotoxinas, que alteram a função e inativam os leucócitos (principalmente neutrófilos) e plaquetas, além de apresentarem efeito tóxico para células endoteliais (SALERNO & PAES, 2016)Com a evolução da infecção, oc...
	Podem ocorrer infecções de diferentes níveis de gravidade, que variam desde abscessos cutâneos e afecções respiratórias leves até casos graves de pneumonia ou sepse. Toxinas produzidas pelo patógeno aumentam a permeabilidade vascular e exsud...
	2.4 Clínica

	Os principais sinais clínicos na pasteurelose em gatos domésticos são representados por abscessos cutâneos, lesões na cavidade oral, pneumonia, efusão pleural, abscessos em órgãos e septicemia (LLORET et al., 2013). O prognóstico é con...
	2.4.1 Abscessos

	Os abcessos em gatos podem ser localizados na pele (isolados ou sob a forma de flegmões) ou em órgãos. Geralmente são acompanhados de sinais de febre (39,7 C a 40,6 C), inapetência/anorexia e linfonodomegalia regional. Os abscessos se lo...
	Nas lesões abscedantes ocorre sensibilidade e eritema local, com áreas flutuantes, e presença de secreção purulenta branco-amarelada de odor fétido (GREENE, 2012; HARASEN & LITTLE, 2015). Gatos que apresentam abscessos de forma recorrente...
	2.4.2 Infecções respiratórias

	P. multocida tem sido isolada de felinos com secreção nasal mucopurulenta ou francamente purulenta, geralmente de animais coinfectados com agentes imunossupressores (vírus da imunodeficiência felina ou vírus da leucemia felina) ou com debilidade org...
	As manifestações respiratórias na pasteurelose em gatos podem ser variáveis, incluindo inflamações agudas a crônicas, que ocorrem no trato superior sob a forma de rinite (irritação e inflamação da mucosa nasal e secreções nasais), faringite...
	Os sinais respiratórios incluem espirros, secreções nasais purulentas, rinite, dispneia e febre, podendo evoluir para sepse (WILSON & HO, 2013).
	2.4.3 Infecções de orofaringe

	A gengivite e periodontite são outras formas comuns de afecções em felinos causadas por espécies de Pasteurella, devido a presença dos micro-organismos na cavidade bucal, podendo surgir sem a coinfecção por retroviroses (DOLIESLAGER, 2011; ...
	2.4.4 Outras infecções

	Espécies de Pasteurella também têm sido relatadas como agentes causais de efusão pleural, osteomielite, otite, peritonite e sepse em felinos (LLORET et al., 2013; HARASEN & LITTLE, 2015).
	2.5 Diagnóstico

	O diagnóstico presuntivo de rotina da pasteurelose felina baseia-se nos achados clínico-epidemiológicos, exames hematológicos e de imagem, cultivo, identificação microbiológica e perfil de sensibilidade microbiana in vitro dos isolados (LOVE et al., 2...
	O leucograma revela leucocitose por neutrofilia, enquanto no eritrograma pode haver anemia arregenerativa em resposta à inflamação crônica (autor). Também são realizados exames de imagem (ultrassonografia e radiografia) nos gatos com lesões resp...
	A punção de abscessos e o cultivo de materiais (sangue, abscessos, fragmentos de órgãos, secreção auricular, lavados transtraqueais, exsudato conjuntival, pleural, abdominal e de seios nasais) são recomendados no isolamento do agente e para se obter...
	Nos casos de acometimento respiratório, o diagnóstico deve ser realizado com base na cultura de amostras de lavados transtraqueais, enquanto nas infecções cutâneas e de órgãos se recomenda a citologia ou biópsia, cultivo microbiológico e exames hist...
	A identificação de rotina das pasteurelas tem sido realizada com base no cultivo bacteriológico e identificação das espécies utilizando métodos fenotípicos (WILSON & HO, 2013).
	Nas últimas décadas, métodos de diagnóstico molecular têm sido utilizados no diagnóstico da pasteurelose em animais, incluindo PCR convencional e real-time PCR, espectrometria de massas e sequenciamento (WANG et al., 2019; PASCUAL-GARRIGOS et ...
	2.5.1 Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry – MALDI-TOF MS

	A espectrometria de massas é uma técnica molecular utilizada na identificação de espécies de bactérias e leveduras (PATEL, 2014), que consiste na ionização de proteínas, utilizada para estimar a proporção de massa por carga traduzida na f...
	Em medicina veterinária, a título de exemplo, a técnica tem sido utilizada no diagnóstico de agentes causadores de mastite em vacas em certos países (NONNEMANN et al., 2019), inclusive no Brasil (BARREIRO et al., 2010; GONÇALVES et al., ...
	Na pasteurelose em gatos, a identificação do patógeno em vários estudos está restrita em nível de gênero da bactéria, utilizando testes fenotípicos (bioquímicos) clássicos (WALKER et al., 2000; FOSTER et al., 2004; FRESHWATER, 2008; WANG et...
	2.6 Tratamento

	Recomenda-se que o tratamento seja realizado com base no isolamento do agente, com respaldo em testes in vitro de sensibilidade microbiana, que podem nortear a escolha dos antimicrobianos e reduzir a ocorrência de resistência bacteriana (SALERNO & PAE...
	Em geral, as afecções por Pasteurella sp. são tratadas com antimicrobianos de amplo espectro (WILSON & HO, 2013), embora o agente seja relativamente sensível a certa variedade de antimicrobianos (HARASEN & LITTLE, 2015).
	Nos casos de ferimentos por mordeduras ou arranhaduras de gatos deve ser realizada a antissepsia do ferimento (GREENE, 2012; SOUZA & NEW JR, 2015). O entorno da região lesionada deve ser submetido à tricotomia e, se possível, realizar a excisão cirú...
	Derivados beta-lactâmicos, tetraciclinas e fluorquinolonas têm sido os principais grupos de antimicrobianos utilizados no tratamento de animais domésticos acometidos por pasteurelose. Particularmente nos felinos, se recomenda a associação entre amox...
	Em casos graves de pasteurelose em felinos, como peritonite e osteomielite, o tratamento é preconizado por período prolongado, entre 4 e 6 semanas (HARASEN & LITTLE, 2015).
	Em humanos, os cultivos de feridas infectadas por espécies de Pasteurella isoladas de mordidas de gatos têm revelado >95% de sensibilidade dos isolados a benzilpenicilina, amoxicilina/ácido clavulânico, cefazolina e eritromicina (HARASEN & ...
	2.7 Controle e profilaxia

	Devido ao comportamento oportunista da bactéria e a presença como habitante de mucosas, na prática, não existem medidas específicas recomendadas no controle ou profilaxia da doença em gatos (SOUZA & NEW JR, 2015).
	Em geral, recomenda-se que os gatos sejam mantidos dentro do ambiente domiciliar e alimentados com ração comercial processada, além de terem as unhas devem ser cortadas periodicamente para prevenção de possíveis infecções de humanos e outros animais p...
	É indicada a castração, particularmente para gatos machos, visando à redução da procura por fêmeas, comportamento de fuga e do hábito de disputas hierárquicas e com outros gatos por fêmeas (GREENE, 2012).
	Acidentes relacionados a mordeduras e arranhaduras de gatos em outras espécies domésticas, ou mesmo em humanos, devem ser tratados precocemente, em virtude da natureza polimicrobiana da microbiota bucal dos gatos, incluindo por espécies de P...
	2.8 Reflexos em Saúde Única

	As infecções por P. multocida apresentam potencial zoonótico (LLORET et al., 2013). Em humanos, a pasteurelose ocorre de forma secundária a acidentes por mordeduras e arranhões em animais de companhia, por lambeduras ou contato com secreções contamina...
	Os gatos são a espécie animal mais comumente relacionada nas infecções em humanos por pasteurelas (TALAN et al., 1999; LIU et al., 2003), posto que cerca de 80% das mordidas de gatos podem se tornar infectadas, particularmente por P. mult...
	Tal dado é relevante no contexto atual, no qual a multirresistência aos antibacterianos é considerado problema emergente, de ordem mundial, pela Organização Mundial da Saúde. Neste contexto, Wei et al. (2021), relataram o primeiro caso de infecção em ...
	Médicos veterinários e outros profissionais relacionados à saúde animal apresentam risco ocupacional, em virtude do contato direto e manipulação constante de animais, favorecendo os riscos de acidentes ou agressões com inoculações traumáticas de bac...
	A pasteurelose em humanos é mais comum, e grave, em crianças, idosos, indivíduos com comorbidades e/ou imunossuprimidos, embora também seja relatada em pessoas imunocompetentes (LLORET et al., 2013). Manifesta-se geralmente sob a forma de abscessos,...
	Nos casos de pasteurelose em humanos - transmitida por animais domésticos - estima-se mortalidade entre 25 e 30% dos pacientes, principalmente entre os que desenvolvem infecções sistêmicas (WILSON & HO, 2013). Em todo o mundo são relatados cerca de ...
	Espécies de Pasteurella figuram dentre as bactérias mais comumente identificadas em humanos a partir de amostras de ferimentos secundários a mordeduras de gatos (LLORET et al., 2013; MIRZAI et al., 2019; MU et al., 2020). Estes isolados obtidos de tut...
	Considerando o aumento da população de gatos domésticos em todo o mundo, incluindo no Brasil, a presença de pasteurelas como habitantes da microbiota oral e do trato respiratório superior dos felinos, o comportamento oportunista e o potenci...
	3. OBJETIVOS
	3.1 Geral

	Identificar espécies de Pasteurella utilizando a espectrometria de massas (MALDI TOF-MS), em gatos domésticos com diferentes infecções clínicas.
	3.2 Específicos

	✔ Avaliar a ocorrência da pasteurelose em felinos em relação às desordens clínicas e certos aspectos epidemiológicos (idade, sexo, raça, sazonalidade, desfecho);
	✔ Investigar o perfil de sensibilidade microbiana in vitro e a ocorrência de resistência múltipla aos antimicrobianos utilizados no tratamento da pasteurelose felina.
	4. MATERIAL E MÉTODOS
	4.1 Comissão de Ética

	O presente estudo foi aprovado pela Comissão de Ética e Uso de Animais (CEUA) da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP), sob número 0224/2021 (Anexo 1).
	4.2 Animais e isolados de Pasteurella

	Foram utilizados isolados de Pasteurella obtidos, por conveniência, de gatos provenientes da rotina de atendimento ambulatorial do Hospital Veterinário da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ) da UNESP/Botucatu, SP, e de clínicas partic...
	Os diferentes tipos de espécimes clínicos foram colhidos após o uso de soluções antissépticas, mantidos em refrigeração (4-8 C) e encaminhados para o cultivo microbiológico no laboratório supracitado.
	Dados de raça e sexo dos animais, afecções clínicas e desfecho (cura ou morte) foram obtidos dos animais amostrados. Foram acessados também os períodos do ano de ocorrência dos casos, a saber: primavera (setembro a novembro), verão (dezembro a feverei...
	Foram avaliados se os animais eram intradomiciliados restritos, semi- domiciliados, animais de rua ou ferais, ou se não foi possível obter esta informação.
	4.3 Diagnóstico de Imunodeficiência Viral Felina (Feline Immunodeficiency Virus-FIV) e Leucemia Viral Felina (Feline Leukemia Virus - FeLV)
	Foi investigado o status de diagnóstico recente (30 dias antes do isolamento de Pasteurella spp.) de FIV e FeLV nos gatos domésticos amostrados. O diagnóstico foi realizado a partir do sangue total colhido dos animais amostrados, utilizando o kit com...
	4.4 Cultivo microbiológico

	Todos os espécimes clínicos (lavado transtraqueal, urina, secreção de abscessos e conjuntivas) foram cultivados em condições de aerobiose no meio de ágar sangue bovino (Oxoid®, São Paulo, Brasil) e em meio seletivo de MacConkey (Oxoid®, São Paulo, Bra...
	Foram consideradas infecções, isolamentos com >10 unidades formadoras de colônias (UFC) de micro-organismos.
	4.5 Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry – MALDI-TOF MS

	Isolados compatíveis com espécies de Pasturella foram submetidos à espectrometria de massas para confirmação diagnóstica. Foi utilizado a técnica de MALDI-TOF MS (Bruker e DaltonicsTM, Bremen, Alemanha), seguindo as recomendações do fabricante.
	Três a quatro colônias recém isoladas (24 a 48h) em ágar sangue foram submetidas à extração com 20-40µL de ácido fórmico (70%) e centrifugadas, visando a lise bacteriana e liberação de proteínas (predominantemente de origem ribossomal) e formação de í...
	A caracterização em nível gênero e espécie dos micro-organismos foi considerada para isolados com espectros ≥1.7 e ≥2.0, respectivamente (BARREIRO et al., 2010; GONÇALVES et al., 2014).
	4.6 Perfil de sensibilidade microbiana in vitro

	Todos os isolados foram submetidos ao teste de sensibilidade microbiana in vitro pelo método de difusão com discos, segundo as recomendações do Clinical Laboratory Standards Institute - CLSI (CLSI, 2020a,b), utilizando 11 antimicrobianos pertencentes ...
	4.7 Hematócrito e número total de leucócitos
	Foram investigados os dados de hematócrito e número total de leucócitos entre os gatos domésticos amostrados. Foram considerados como parâmetros normais da espécie entre 24-47% para o hematócrito e 5,5-19,5 103/µL para o número total de leucócitos (le...
	4.8 Análise estatística

	Associações entre as variáveis categóricas (sexo e idade dos animais, estações do ano, acesso a rua, desfecho), diferentes infecções clínicas e identificação das espécies de Pasteurella foram avaliadas com base nos testes de Qui-quadrado ou Fisher. Pa...
	5. RESULTADOS
	Foram isoladas espécies de Pasteurella de 26 gatos com diferentes afecções clínicas (Anexo 2).
	5.1 Dados epidemiológicos dos gatos amostrados

	Dos 26 gatos amostrados, 92% (24/26) não possuíam raça definida, exceto dois animais (2/26=8%) da raça Maine Coon e Exótico Pelo Curto.
	A idade dos animais variou entre 2 meses e 16 anos, com a média de 5,5 anos. Foi possível obter a informação da idade de 88,5% (23/26) dos animais, enquanto 11,5% (3/26) tinham idade desconhecida. Entre os gatos com idade conhecida, 19% (5/26) tinham ...
	Do total de animais, 53,8% (14/26) tinham acesso a rua, enquanto 30,8% (8/26) não tinham acesso a rua e 15,4% (4/26) não foi possível obter esta informação.
	Do total de gatos amostrados, 65% (17/26) eram machos e 34% (9/26) fêmeas. Em relação ao período do ano em que as amostras foram coletadas, 34% (9/26) foram na primavera, 26% (7/26) no verão, 11% (3/26) no outono e 26% (7/26) no inverno.
	Informações sobre o desfecho foram obtidas de 57% (15/26) dos animais. Destes, 53% (8/16) evoluíram para óbito (sepse n=4, pneumonia n=1, neoplasias n=3), enquanto os demais 53% (8/16) se recuperaram após o tratamento (infecções cutâneas).
	Dentre os 26 felinos, em somente 15,4% (4/26) tinham sido testados recentemente (<60 dias) para FIV e FeLV, dos quais dois machos (2/4=50%) foram reagentes.
	Não foram observadas associações significantes entre as variáveis categóricas (sexo e idade dos animais, estações do ano, acesso a rua, desfecho), manifestações clínicas e identificação das espécies de Pasteurella, bem como para as variáveis contínuas...
	5.2 Identificação de espécies de Pasteurella

	Dentre os 26 gatos, foram isoladas colônias de aspecto arredondado, mucoides, acinzentadas, não hemolíticas, com cerca de 1mm de diâmetro, entre 24 e 48 horas, no meio de ágar sangue, compatíveis fenotipicamente com espécies do gênero Pasteurella (QUI...
	Na técnica de MALDI-TOF MS foram detectadas três espécies de Pasteurella, com predomínio de Pasteurella multocida (23/26=88,4%), seguido em menor frequência de Pasteurella dagmatis (2/26=7,7%) e Pasteurella canis (1/26=3,8%) (Tabela 1).
	5.3 Afecções clínicas

	Dentre os espécimes clínicos com isolamento de pasteurelas, 42% (11/26) foram provenientes de abscessos, 11% (3/26) pneumonia, 11% (3/26) conjuntivite, 11% (3/26) feridas abertas, 7% (2/26) infecções do trato urinário, 7% (2/26) efusão pleural, 3% (1/...
	Tabela 1. Identificação de espécies de Pasteurella por espectrometria de massas1 em gatos domésticos com diferentes afecções clínicas. Botucatu, SP (2019-2023)
	N = número de amostras
	1 Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry - MALDI-TOF MS
	2 Efusão pleural (2/26=7%), piometra (1/26=3%), infecção secundária à neoplasia (1/26=3%)
	5.4 Teste de sensibilidade microbiana in vitro

	Exceto amicacina, azitromicina e norfloxacino, todos os demais antimicrobianos apresentaram > 95% de eficácia in vitro diante dos isolados. A maior resistência dos isolados foi observada para amicacina (10/26=38%), seguida de azitromicina e norfloxaci...
	TABELA 2. Perfil de sensibilidade microbiana in vitro (método de difusão com discos) em 26 isolados de Pasteurella obtidos de gatos domésticos com diferentes afecções clínicas. Botucatu, SP (2021-2023).
	S=sensível, PS=parcialmente sensível, R=resistente
	5.5 Hematócrito e número total de leucócitos
	Os achados de hematócrito e número de leucócitos totais estavam disponíveis em 46,1% (12/26) dos gatos amostrados, posto que muitos dos animais incluídos no estudo não tinham fichas de controle de atendimento clínico. Destes, 83% (10/12) apresentaram ...
	6. DISCUSSÃO
	O Brasil possui uma das maiores populações de animais de companhia do mundo, com aumento substancial da população de gatos domésticos, semidomiciliados ou errantes nos últimos anos (MOUTINHO et al., 2019; INSTITUTO PET BRASIL, 2022). Apesar dos bene...
	No presente estudo foi investigada por proteômica (espectrometria de massas) a identificação de espécies de Pasteurella em 26 gatos domésticos com diferentes infecções clínicas, que revelou maior frequência de detecção da espécie P. multocida, com pre...
	As pasteurelas constituem grupo de bactérias que habitam a microbiota oral e do trato respiratório superior de animais domésticos, cujas infecções em animais de companhia e de produção estão relacionadas ao comportamento oportunista do patógeno (GYLE...
	Diferentes fatores epidemiológicos devem ser considerados nas infecções por pasteurelas em gatos domésticos, incluindo sexo, idade e raça dos animais, hábito territorial dos felinos (disputas por dominância no ambiente, alimento e fêmeas no estro) e a...
	Do total de 26 gatos amostrados, 92% não possuíam raça definida, exceto dois animais (8%) da raça Maine Coon e Exótico de pelo curto, fato que dificultou avaliar a influência das peculiaridades da variável raça nas infecções por Pasteurella. Tal achad...
	Foi possível obter dados de idade de 88,5% (23/26) do total de gatos estudados. Destes, ampla variação de idade foi observada, com animais acometidos entre 2 meses e 16 anos, com média de 5,5 anos, indicando que a pasteurelose em felinos domésticos po...
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