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Resumo: O objetivo do presente estudo € a analise da prevaléncia de bactérias que acometem
cdes com cistite bacteriana, bem como seu indice de susceptibilidade e resisténcia a
enrofloxacina. Foram avaliados 430 casos por meio de exames de urocultura e
antibiogramas,oriundos de dois laboratorios de patologia da cidade de Campinas/SP, no
periodo de 2013 a 2016. Os isolamentos mais frequentemente encontrados foram de
Escherichia coli, Staphylococcus spp, Proteus spp, Streptococcus spp, Enterococcus spp,
Klebsiella spp, Pseudomonas spp, Enterobacter spp, Serratia spp e Hafnia alvei. O indice
global de resisténcia a enrofloxacina foi de 45%, predominantemente por Staphylococcus spp
(p<0,003/67,68%), Escherichia coli (p<0,03/37,20%) e Proteus spp. (p<0,006/34,72%).
Animais acima de oito anos de idade foram os mais acometidos com cistite bacteriana
(p<0,007). Comprovou-se maior prevaléncia de casos entre as f€meas (p<0,002), entretanto os
indices de resisténcia foram mais expressivos entre os machos (p<0,02). Concluiu-se que uso
indiscriminado e excessivo de antibidticos ¢ uma das principais causas de resisténcia
bacteriana e um desafio de saude publica multidisciplinar
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Abstract: This study aims at assessing the bacterial prevalence in cases of canine cystitis, as
well as the rate of antimicrobial susceptibility and enrofloxacin resistance. Four hundred and
thirty (430) cases have been scrutinized through urine culture and antimicrobial susceptibility
test in two pathology laboratories in Campinas/SP, between 2013 and 2016. The most
frequent isolates were Escherichia coli, Staphylococcus spp, Proteus spp, Streptococcus spp,
Enterococcus spp, Klebsiella spp, Pseudomonas spp, Enterobacter spp, Serratia spp e Hafnia
alvei. The rate of enrofloxacin resistance was 45%, mainly on account of Staphylococcus
spp(p<0,003/67,68%), Escherichia coli(p<0,03/37,20%), and Proteus spp. (p<0,006/34,72%).
Animals above eight years old were mostly affected by cystitis (p<0,007). It has been proved
that the disease was more prevalent among female dogs (p<0,002); rates of resistance were
more significant among male dogs, though (p<0,02). It is conclusive that indiscriminate and
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excessive use of antibiotics is one of the major causes of antimicrobial resistance, besides a
multidisciplinary Public Health challenge.

Key words: resistance — enrofloxacin — cystitis
INTRODUCAO

Doencas inflamatorias e/ou infecciosas da vesicula urinaria so conhecidas como
cistite, uretrocistite ou infecg¢@o do trato urinario inferior (ITU). Caracterizam-se por presenga
de bactérias, sangue e células inflamatorias na urina, além da coloniza¢do da mucosa uretral,
bexiga e ureteres, podendo chegar a pelve renal, tubulos contorcidos e ductos coletores dos

rins, se ndo tratadas adequadamente (RIBEIRO, 2011; CARVALHO et al, 2014).

As infeccdes do trato urindrio inferior sdo comuns entre os cées e a idade da primeira
apresentagdo varia de 3 meses a 16 anos, com média de 7 anos. Podem ocorrer
superficialmente no limen vesical, profundamente no parénquima ou em ambos (CHEW et al,
2011). Estima-se que ITUs s@o diagnosticadas em 14% dos cdes que visitam as clinicas

veterinarias (SYKES e WESTROPP, 2013).

A infec¢do bacteriana ¢ resultado de varidveis, como: contaminagdo fecal da regido
genital, contato com microorganismos do ambiente (infec¢do hospitalar), anormalidades
anatomicas ou funcionais que afetam o tonus da uretra e da vulva, incontinéncia de qualquer
natureza e dermatite perivulvar ou de prepucio (GIEG, CHEW, McLOUGHIN, 2008;
BARTGES, 2004; LING et al, 2001).

Outros fatores de risco também podem estar associados a patologia: cateterizacio,
vaginoscopia, vaginite, obstru¢do — de qualquer natureza, incluindo as causas neurogénicas,
como as doengas da medula espinal —, administra¢do prolongada de antibidticos que induzem
resisténcia bacteriana, cdlculo, uretrostomia, glicostria no caso de Diabetes mellitus
(NEWMAN, CONFER, PANCIERA, 2009; LING et al, 2001) e altas concentragdes de
glicocorticoides, em casos de Hiperadrenocorticismo ou por administracdo excessiva.

(LULICH e OSBORNE, 2004; NELSON e COUTO, 2001).

As manifestagdes clinicas mais freqlientes em cfes acometidos com ITU sdo:
polaciuria, estranguria, disiria com hematiria macro ou microscdpica, mic¢do em local
inapropriado, urina com odor putrido, hipertermia (quando a infec¢do ja atingiu o trato

urindrio superior). Em casos graves de pielonefrite e insuficiéncia renal, o animal pode
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apresentar dor na regido renal (flanco), hemattria, e poliiria com polidipsia compensatoria
(GIEG, CHEW e McLOUGHIN, 2008; KOGIKA ¢ WAKI, 2015). Se o animal apresentar
patologias, como Diabetes mellitus, neoplasia de vesicula urinaria ou Hiperadrenocorticismo,

sintomas relacionados a tais condigdes estardo presentes (KOGIKA e WAKI, 2015).

O diagndstico da ITU deve se basear em histdrico clinico do animal, urindlise com
avaliagdo de sedimento urinario, urocultura e antibiograma (OLIN e BARTGES, 2015). O
exame fisico pode revelar dor ou espessamento da bexiga a palpacdo abdominal (GIEG,
CHEW e McLOUGHIN, 2008). Odor amoniaco da urina residual na regido urogenital, bexiga
aumentada e turgida por obstrucdo, neoplasia, urolitiase, ¢ deformidades vulvares ou de

prepucio podem estar presentes em casos de ITU (SYKES e WESTROPP, 2013).

Para um tratamento adequado, alguns fatores devem ser observados: (I) evitar drogas
ja administradas, (II) evitar drogas nefrotdxicas e (III) o farmaco deve ser de facil
administragdo e possuir alta concentragdo na urina (BELONE, 2002). Ainda a

antibioticoterapia € a opcéo mais segura e eficaz.

Antibidticos sdo substancias quimicas — sintéticas ou naturais — desenvolvidas a partir
de fungos ou bactérias, capazes de inibir o crescimento ou causar a morte de patdgenos.
Diferem entre si quanto as propriedades fisicas, quimicas, farmacologicas, espectro de agéo,
mecanismo de agfo e toxicidade (ANDRADE et al, 2002). O seu descobrimento representou
um grande avango na teraputica médica e médica veterindria, pois reduz a morbidade e

mortalidade de doengas infecciosas (MOTA et al, 2005).

Sao divididos em duas categorias de acordo com seu mecanismo de acdo: bactericida e
bacteriostatico. O primeiro destroi as bactérias, enquanto o ultimo impede sua multiplicagéo,
auxiliando o sistema imune do animal, no controle da infeccdo (OLIVEIRA et al, 2011). As
principais classes de antimicrobianos disponiveis sd3o: penicilinas, cefalosporinas,
aminoglicosideos, macrolideos, lincosamidas, tetraciclinas, polipeptideos, quinolonas e

sulfonamidas (ANDRADE et al, 2002; MELO et al, 2012).

As quinolonas foram identificadas em 1962, com a introduc@o do acido nalidixico na
pratica clinica. Possuem amplo espectro, com absor¢io pela via oral egrande capacidade de
penetracédo celular; sua biodisponibilidade ¢ superior a 80% e a eliminagdo ¢ por via renal e

hepatica. Com o acréscimo de um atomo de flior em sua composi¢do, tém-se as
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fluorquinolonas, sendo sua principal representante a Enrofloxacina (SILVA e

HOLLENBACH, 2010; NEU, 1992; MACHADO et al, 2009).

A enrofloxacina foi aprovada pelo FDA (Food and Drug Administration) em 1989,
para uso veterinario em caes, comumente para o tratamento de infec¢des urinarias (COOKE et
al, 2002). Entretanto, seu uso indiscriminado — bem como das outras classes de
antimicrobianos — resultou no aparecimento de cepas resistentes; sendo este o principal

problema de satde publica do século XXI (SILVA et al, 2013).
Mecanismos de resisténcia bacteriana

O termo resistente se refere aos microrganismos que ndo se inibem pelas
concentragdes habitualmente alcangadas no sangue ou tecidos do correspondente

antimicrobianos ou aqueles que desenvolveram mecanismos de resisténcia especificos contra

eles (MOTA et al, 2005; RODRIGUEZ et al, 2000).

A resisténcia pode emergir em determinado microrganismo por meio de um processo
de selecdo Darwinista, a fim de se evadir da destruicdo de muitas substincias toxicas
(HOLMES et al, 2016). Pode ser transferida por mecanismos diversos entre microrganismos
de uma mesma populagdo ou de uma populacgio diferente, bem como entre espécies animais e

a humana (NIJTEN et al, 1993).

Porque o genoma bacteriano ¢ muito dindmico, pequeno e econdmico, a resisténcia
aparece. Em geral, as atividades essenciais sdo codificadas por apenas um cromossomo ¢ as
nao-essencias — defesa contra drogas e transferéncia génica que levam a recombinagdo — sdo
codificadas por elementos mdveis: plasmideos, transposons e integrons — que ndo fazem parte

do cromossomo (SOUZA, 1998; MOTA, 2005).

Os mecanismos protetores que evoluiram com as bactérias incluem aparatos que
impedem a entrada ou forcam a saida da droga, produzem enzimas que destroem ou

modificam o antimicrobiano ou até alteram o seu alvo (AMINOV, 2009).

A origem da resisténcia pode ser intrinseca ou adquirida, i.e de origem genética ou
nfo-genética. A resisténcia intrinseca é inerente a todos os espécimes da populacdo ¢ o gene
que a codifica é cromossémico (MADIGAN et al, 2012; JAWETZ,1991). Um exemplo de um
mecanismo de resisténcia natural é a produgido da enzima B-lactamase — existente ha milhares

de anos — que inativa antimicrobianos B-lactamicos (AMINOV,2009).
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A resisténcia adquirida envolve uma modificacdo na composi¢do genética do
organismo via mutagdo do DNA cromossomico ou por aquisicdo de DNA exdgeno (SILVA et
al, 2013). Nesse caso, a bactéria adquire resisténcia momentanea e ndo ¢ capaz de transmiti-la
a sua progénie, por ser fenotipica. Esse mecanismo esta relacionado a processos de
multiplicac@o bacteriana necessarios para as agdes antibacterianas das drogas (JAWETZ et al,

1991; MOTA et al, 2005).

Essas mutagoes responsaveis pela resisténcia adquirida ocorrem aleatoriamente e em
baixa freqiiéncia. Embora as bactérias possam adquirir DNA externo através da infecgdo por
bacteriéfagos e por transformacgdo, a mobilizacio de plasmideos por contato direto entre
células — também chamado de conjugagio bacteriana — € a via mais comum de transferéncia

de genes codificadores de resisténcia antimicrobiana (JACOBY, 2005; SILVA et al, 2013).

Os principais mecanismos de resisténcia sdo as bombas de efluxo, redugdo de
permeabilidade, modificacdo do alvo do antibidtico, inativagdo do antibidtico, producdo de
biofilme e transmissdo de plasmideos (MOTA et al, 2005; BARIES, 2012; HOLMES et al,
2016).

As bombas de efluxo diminuem o acimulo da droga no interior da célula, porque os
compostos (e.g detergentes e diferentes classes de antimicrobianos) sio expurgados da

membrana interna para o espago periplasmatico ou diretamente para o meio externo

(HORIYAMA et al, 2010; ALVAREZ-ORTEGA et al, 2013).

A reducdo de permeabilidade da membrana ocorre por perda de porinas — canais de
difusdio da membrana externa que possibilitam a entrada de pequenos agentes hidréfilos,
incluindo moléculas de antibidticos — entdo, a produgio de porinas ndo-funcionais ou a
expressdo do gene que resulta em perda de porinas reduz a permeabilidade da membrana,

levando 4 resisténcia (NIKAIDO e PAGES, 2012).

A modificacdo do alvo do antibiético pode ocorrer por mutacdes nas enzimas DNA-
girase ¢ DNA topoisomerase 1V, principalmente contra as quinolonas, uma vez que essas
mutagdes tornam as enzimas inaptas para a ligagdo com as quinolonas

(GEORGOPAPADAKOU, 1993).

A transmissdo de plasmideos ocorre porque o plasmideo R (R = resisténcia) contém

um fator de resisténcia a antibidticos (fator R) e genes FTR (fator de transferéncia de
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resisténcia) que permitem sua replicagdo autdnoma e a transferéncia de resisténcia para outras

bactérias, respectivamente (KURYLOWICZ et al, 1981).

Embora todos os mecanismos de resisténcia merecam aten¢do, a inativacdo de
antibioticos se destaca por ser descrita como um problema de saude global nas comunidades e
no servico de saude. As bactérias sdo capazes de produzir enzimas que modificam ou
destroem as estruturas quimicas dos antimicrobianos, resultando em perda de sua eficacia,

independentemente de sua classe (WRIGHT, 1999; SILVA et al, 2013).
Mecanismos de resisténcia bacteriana as fluorquinolonas

As fluorquinolonas diferem quimicamente das quinolonas de primeira geragdo por
possuirem a combinacdo de flior e um grupo piperazinil que aumenta a capacidade de
penetragdo na parede bacteriana. O resultado sera uma melhor atividade contra bactérias
Gram-negativas e abrangéncia de algumas espécies Gram-positivas — com melhor perfil
farmacocinético. Sua eficacia sera mil vezes superior aquela de seu antecessor, o

acidonalidixico (SILVA e HOLLENBACH, 2010; SOUSA, 2007).

Sua atividade antimicrobiana depende do pH do meio em que se encontram, visto que
sua atuacgdo € por inibi¢8o das enzimas-alvo DNA-girase (codificada pelos genes gyrA e gyrB)
nas bactérias Gram-negativas e DNA topoisomerase IV (codificada pelos genes parC e parE)

nas bactérias Gram-positivas (SARKOZY, 2001; LI, 2005).

A DNA-girase ¢ responsavel pelo super enrolamento negativo e a topoisomerase 1V
por sua remocéo, relaxando a molécula de DNA. Ambas as enzimas sdo essenciais para o
crescimento e divisdo das células bacterianas, portanto o bloqueio de sua agéo, pelo fairmaco,
levara a célula bacteriana & morte (FELLI, 2007). Uma das principais vias de entrada das
quinolonas na célula ¢ através dos canais porinicos ou, simplesmente, porinas na membrana

externa das bactérias (SILVA e HOLLENBACH, 2010; SOUSA, 2007).

Dois mecanismos de resisténcia as quinolonas e fluorquinolonas sfo bem
documentados: (I) mutagdes nas enzimas-alvo DNA-girase ¢ DNA-topoisomerase IV e (II)
mudangas de permeabilidade de membrana por regulagio de bombas de efluxo, levando a
diminui¢do da expressdo de porinas da membrana externa; conseqiientemente, o acumulo
intracelular da droga ficara prejudicado (ROBICSEK et al, 2006; LIU et al, 2012; WARREN

et al, 2001; GIBSON et al, 2010). Ambos os mecanismos sd0 mutacionais (cromossomicos),
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i.e. surgem no individuo e sdo transmitidos verticalmente a progénie (ROBICSEK et al,

2006).

As mutagdes na enzima DNA-girase ocorrem em uma regido dos genes gyrd e gyrB
denominada “regido determinante de resisténcia a quinolona” (QRDR — Quinolone
resistance-determining region), bem como na QRDR dos genes parC e parE da enzima
topoisomerase V. Essas mutagdes dificultam a ligagdo do farmaco a célula, impedindo a
formac¢@o do complexo droga-enzima, essencial para a inibigdo da agdo enzimatica no DNA

da bactéria (COOKE et al, 2002; HOPKINS et al, 2005; GIBSON et al, 2010; LI, 2005).

Mutagdes nos genes reguladores do sistema de bombas de efluxo gepA e gepB sdo
responsaveis pela diminuigdo intracelular da concentragdo do farmaco e, consequentemente,
reduzem a susceptibilidade bacteriana as fluorquinolonas (GUILLARD et al, 2015). A
superexpressdo da bomba de efluxo AcrAB-TolC e a down regulation das porinas da
membrana externa da E. coli levam a diminuigdo da susceptibilidade bacteriana a
fluorquinolonas. Esse mecanismo combinado com as mutagdoes da QRDR induz a resisténcia

de forma efetiva (COHEN et al, 1988; JELLEN-RITTER et al, 2001).

Outro mecanismo encontrado, principalmente em FE. coli, Klebsiella spp.e K
prneumoniae, ¢ 0 de genes de resisténcia a quinolonas mediada por plasmideos (PMQR —
Plasmid-mediated quinolone resistance) — molécula circular dupla de DNA capaz de se
replicar independentemente dos cromossomos, que contém uma séric de genes para o
estabelecimento de liga¢des entre células e para transferir DNA do doador para o receptor
(HOPKINS et al, 2005; SHAHEEN et al, 2013).

Os genes PMQR gnrA, gnrB, gnrC, gnrD, aac(6’)-1b-cr e gnrS sio responsaveis pela
codificacdo de plasmideos resistentes que, ao serem transmitidos a outras bactérias, protegem
a enzima DNA-girase. A protecdo se da por competi¢do de sitio de ligagdo: o gene gnr se
ligarda ao DNA da bactéria receptora, ndo permitindo a ligagdo da enzima DNA-girase,
portanto ndo haverd a formag@o do complexo droga-enzima, essencial para a eficacia do
antibiotico (ROBICSEK et al, 2006; LIU et al, 2012; SHAHEEN et al, 2013). Os genes gnr
podem se ligar diretamente a DNA-girase ¢ a topoisomersa [V, o que também inibe a acdo da
quinolona por minimizar as chances de formacdo do complexo de clivagem girase-DNA-

quuinolona (TRAN et al, 2005).
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A extensdo da protecdo conferida pelos genes de PMQR sera medida pela
concentra¢do inibitoria minima (MIC — Minimum inhibitory concentration) de quinolona,
uma vez que bactérias receptoras desses genes de PMQR demandam maior MIC (16 a 125
vezes mais) do que aquelas ainda sensiveis ao farmaco (WANG et al, 2004). Plasmideos
recombinantes com genes gnr de E.coli aumentaram a MIC de ciprofloxacina de 0.003pg/mL

para 0.25pug/mL (POIREL et al, 2005).

O biofilme em cepas uropatogénicas de E. coli (UPEC — uropathogenic E.coli) é capaz
de protegé-la contra concentracdes altas de antimicrobianos e fagocitose, permitindo sua
sobrevivéncia em ambientes hostis no hospedeiro. A UPEC ¢ capaz de produzir estruturas de
biofilme nas paredes da vesicula urinaria, formando um reservatorio bacteriano que causa
infecgdo persistente. Essas estruturas sdo complexos multicelulares altamente organizados,
caracterizados por colonias aderentes envoltas por uma ampla matriz de exopolissacarideos
(ANDERSON et al, 2004; SOTO et al, 2006; SUMAN et al, 2005; TRAUTNER et al, 2004;
COHN et al, 2003).

Oliveira et al. reporta, em seu estudo com cdes portadores de UPEC, que dos 66
animais avaliados, 31 apresentaram bactérias formadoras de biofilme. A associagdo da
formagdo de biofilme com a resisténcia as fluorquinolonas foi significativa. Concluiu-se que
essa € uma causa importante para a falha de tratamento de caes com ITUs, pois tais estruturas
foram responsaveis pela formacdo de reservatorios bacterianos na bexiga desses animais,

levando a infecgdo recorrente (OLIVEIRA et al, 2014; SUMAN et al, 2005).
Objetivo

O objetivo deste artigo € avaliar a prevaléncia bacteriana nos casos de cistite em cdes e
seu indice de resisténcia a Enrofloxacina. A andlise foi realizada a partir de urocultura e
antibiograma de 430 animais com idades variadas e de ambos os sexos, no periodo de 2013 a

2016.

Materiais e Métodos

A partir do banco de dados dos laboratdrios de patologia clinica VETPAT e CEVET,
na cidade de Campinas/SP, foram selecionados os exames de urocultura e antibiograma de
cées de ambos os sexos e de diversas idades com suspeita clinica de cistite bacteriana. Este
estudo foi delineado de acordo com as normas de bem-estar animal preconizadas por

Canadian Councilon Animal Care in Science (CCAC).
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Os casos foram selecionados de acordo com a ficha cadastral disponivel em cada
exame laboratorial com os seguintes dados elencados: idade e sexo; tipo de bactéria isolada na
urocultura e sua sensibilidade e/ou resisténcia ao antibidtico enrofloxacina, a partir do

antibiograma.

Com base nos dados coletados, os animais foram classificados em machos e fémeas; e
separados nas seguintes faixas etarias: de 0 a 12 meses; 13 meses a 4 anos e 11 meses; 5 a 8
anos e acima de 8 anos. Dessa forma, avaliaram-se filhotes, jovens, adultos e idosos. O
periodo do estudo abrangeu os anos de 2013 a 2016, especificando- se o nimero de casos/ano.
A bactéria isolada em cada exame de urocultura foi especificada, bem como a
susceptibilidade e/ou resisténcia, por meio de antibiograma, da cepa ao antimicrobiano

enrofloxacina, objeto deste estudo.

Determinou-se que as bactérias seriam classificadas a partir de seu género, devido ao
numero de casos elencados, tendo assim, uma visdo ampla dos principais microrganismos

presentes nas infecgdes urinarias dos cées.

A analise estatistica foi obtida por regressdo logistica com o programa Statistical
Analysis Software (SAS Institute, Cary, NC, USA), Mixed Module — Glimmix Procedures,

versdo 9.3 e determinou-se, para analise de significancia, valor de p <0,05.

Resultados

Foram avaliados 430 casos de cistite bacteriana em cdes com média de idade de 8,6
anos, sendo a média de 8,27 para as fémeas ¢ 9,16 para machos. A prevaléncia de bactérias
observada foi de: Escherichia coli (38,14%), Staphylococcus spp. (23,02%), Proteus
spp.(16,74%), Klebsiella spp. (7,44%), Enterococcus spp. (6,74%), Enterobacter spp.
(3,26%), Streptococcus spp, Serratia spp, Pseudomonas spp e Hafnia alvei que, somadas,
representam 4,41% do total de casos (grafico 1). Observou-se que 45% dos casos de cistite

bacteriana foram causadas por microrganismos resistentes ao antibiotico enrofloxacina.
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Grafico 1: Prevaléncia de bactérias isoladas em urocultura.

Prevaléncia de bactérias em 430 casos de cistite
bacteriana entre 2013 e 2016

H Escherichia coli

W Staphylococcus spp.
 Proteus spp.

H Klebsiella spp.

B Enterococcus spp.
M Enterobacter spp.

m Qutras

Na tabela 1, observam-se o numero de casos relatado em cada faixa etaria; a

classifica¢do de sexo e de idade e a média de idade dos animais do estudo.

Tabela 1: Distribui¢do dos casos de infec¢do bacteriana de acordo com a faixa etaria ¢ média de idade dos

animais
Faixa etaria N de casos N de machos N de fémeas
0 — 12 meses 23 10 13
13 meses — 4 anos e 11meses 53 23 30
5 — 8 anos 119 45 74
>8 anos 235 114 121
Média global da idade (em anos) 8,64 9,16 8,27

A prevaléncia bacteriana nos animais entre 0 a 12 meses foi de 43,48% para
Escherichia coli, 17,39% para cada uma das bactérias Staphylococcus spp, Proteus spp e

Klebsiella spp. e 4,35% para Enteroccocus spp.

Pacientes com faixa etaria entre 13 meses a 04 anos e 11 meses de idade apresentaram
infec¢o das vias urinarias predominantemente por Escherichia coli em 33,96% dos casos ¢
Staphylococcus spp. em 35,85%. Seguidos por 11,32% dos casos por Proteus spp.; 9,43% dos
casos por Enteroccocus spp e 9,44% representados por Pseudomonas spp., Klebsiella spp.,

Enterobacter spp e Morganella juntas.
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Na faixa etdria entre 5 ¢ 8 anos de idade, a predominancia foi Escherichia coli
34,45%, Proteus spp 25,21% e Staphyloccocus spp. 21,85%. As infecgdes por Klebsiella spp.,
Enteroccocus spp., Enterobacter spp., Pseudomonas spp., Streptoccoucus spp. € Serratia spp.

somaram 18,48% do total de casos para essa faixa etdria.

Dentre os cies com idade superior a 8 anos, observou- se que a prevaléncia bacteriana
seguiu 0 mesmo padrdo ja descrito. A infecgdo urinaria por Escherichia coli representou
40,43% dos casos analisados contra 21,28% por Staphyloccocus spp. e 13,62% por Proteus
spp. Em menor numero, com 24,69% do total de casos para essa faixa etaria, observou-se
infec¢do por Klebsiella spp., Enteroccocus spp.; Enterobacter spp.; Pseudomonas spp.;

Serratia, Streptoccocus spp.e Hafnia alvei.

A partir da prevaléncia bacteriana nos casos de cistite coletados, avaliou-se seu indice
de resisténcia a enrofloxacina. A resisténcia ao antibiotico pode ser visualizada no exame de
antibiograma por meio da formagdo de halos em placa Petri, cuja amostra de urina foi

colocada em meio de cultivo celular e com o antibidtico, conforme a figuras 1.

Figura 1: Halo de crescimento bacteriano em placa BioMérieux® indicativo de resisténcia ao antibidtico
enrofloxacina. A amostra biologica foi semeada em agar sangue e agar MacConkey com crescimento bacteriano
overnight. Antibiograma realizado por difusdo do disco em agar Miiller-Hinton. Os discos de enrofloxacina séo
da marca SENSIFARVET®. (Fonte: Arquivo pessoal).

Do total de cées avaliados, 51,56% dos machos apresentaram microrganismos
resistentes. Dentre as fémeas, 39,49% foram classificadas com bactérias resistentes a

enrofloxacina, como demonstra a tabela 2:
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Tabela 2: Distribui¢do da resisténcia bacteriana de acordo com sexo.

Sexo N de casos N de casos % de resisténcia Desvio padrio P value (<0.05)
resitentes
Macho 192 99 51,56 0.04 0.012
Fémea 238 94 39,49 0.03 0.012

A avaliagdo de sensibilidade ao antimicrobiano realizada por meio de antibiograma
mostrou que as principais bactérias resistentes a enrofloxacina nas diferentes faixas etarias
foram, em ordem de importancia, Staphyloccocus spp. (p<0.003),Proteus spp. (p<0.006) e
Escherichia coli (p<0.03).

Dentre os casos correspondentes as infec¢des causadas por Escherichia coli, 37,20%

das cepas foram resistentes. A distribui¢@o foi de 40,90% para machos e 34,70% para fémeas.

A bactéria Staphylococcus spp contou com 67,68% das cepas resistentes a
enrofloxacina. Divididos os casos entre machos e fémeas, 75,43% dos machos e 57,14% das

fémeas apresentaram bactérias resistentes.

Das infecgdes causadas por Proteus spp., 34,72% dos microrganismos isolados foram
resistentes. Dos machos diagnosticados com a bactéria, 44,44% foram resistentes, e das

fémeas, 31,48% apresentaram cepas resistentes a enrofloxacina, conforme descreve o grafico
2

Grafico 2: Porcentagem de resisténcia de acordo com o tipo de bactéria e o sexo do paciente.

100
80
60
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Tabela 3: Principais isolamentos na urocultura de bactérias resistentes.

Bactéria Resistente N N de machos % de N de fémeas % de fémeas
total resistentes machos resistentes resistentes
resistentes
E. coli 164 27 40,90 34 34,70
Staphyloccocusspp. 99 43 75,43 24 57,14
Proteusspp. 72 08 44,44 17 31,48

Animais de 0 a 12 meses de idade obtiveram 43,48% de resisténcia e entre 13 meses e
04 anos ¢ 11 meses de idade, 52,83%. Nas faixas etariasentre 05 a 08 anos 44,54% e, acima
de 8 anos de idade, 43,40% dos pacientes apresentaram microrganismos resistentes. A

distribuicdo de casos de resisténcia nas diferentes faixas etarias esta no grafico 3:

Grafico 3 : Indice de resisténcia bacteriana por faixa etaria

Indice de resisténcia bacteriana por
faixa etaria
100

80
60

40 il % Resisténcia
20 - bacteriana

0 . : — T — _—
0-12 13meses5 - 8 anos Superior
meses -4 anos a 8 anos

A partir dos dados obtidos neste estudo ¢ possivel inferir que a cistite bacteriana ¢
mais frequente em animais com idade superior a oito anos (p<0.007) com prevaléncia da
bactéria E. coli, em aproximadamente 40,42% dos casos. As fémeas sdo mais susceptiveis a
infecgdo em relacdo aos machos (p<0.002), entretanto sdo eles os mais acometidos por

microrganismos resistentes ao longo do periodo analisado (p<0.02).

Discussiao

As cistites e infec¢des do trato inferior estdo entre as condi¢des clinicas mais
frequentes na clinica de pequenos animais (PAPINI et al, 2006) e representam uma das causas
mais comuns de antibioticoterapia — com cerca de 14% de todos cées diagnosticados, ao
menos uma vez em sua vida (LING et al, 2006; WINDAHL et al, 2014).
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As seis bactérias isoladas neste estudo sdo os patdgenos mais comumente associados
as infec¢des urinarias em cdes sdo: Escherichia coli (38.14%), Staphylococcus spp. (23,02%),
Proteus spp. (16,74%), Klebsiella spp. (7,44%), Enterococcus spp. (6,74%), Enterobacter
spp. (3,26%), Streptococcus spp, destacando-se Escherichia coli, Staphylococcus spp. e
Proteus spp.

Wong et al (2015) demonstra, em seu estudo, uma prevaléncia de E. coli (52,5%) e de
Staphylococcus spp (13,6%) em infecgdes urinarias em cées. Em outro estudo realizado por
Carvalho et al (2014), a prevaléncia se repetiu com 53% dos casos isolados com E. coli,
seguida por 34% com Staphylococcus spp. e, Proteus mirabilis, com um indice de 16%. Chew
(2012) relata alta incidéncia dessas bactérias em sua analise: 53% para E. coli, para
Staphylococcus spp. 9%, enquanto que Proteus spp. contou com 8%. A alta prevaléncia
dessas bactérias também foi reportada por Ball ef al (2008), com E. coli, Staphylococcus spp.

e Proteus spp. com 44,1%, 11,6% e 9,3% do total de casos, respectivamente.

Atualmente, a atencdo voltada ao bem-estar dos animais de companhia resultou em um
aumento do investimento em cuidados veterinarios com prevengdo e tratamento de doengas
infecciosas e, consequentemente, no aumento da expectativa de vida desses animais
(GUARDABASSI et al, 2004). Com maior expectativa de vida e melhores cuidados
veterinarios, espera-se que os cies apresentem casos de cistite e ITU em idade mais avangada

(LING et al, 2001).

Neste estudo, a média de idade dos animais foi de 8.6 anos, sendo 8,27 anos para as
fémeas e 9,16 anos para os machos; corroborando o estudo de Ling et al/ (2001), em que a
médias para machos foi de 8,1 anos e para fémeas de 7,7 anos. Outros estudos de
susceptibilidade antimicrobiana para ITU também apresentam média de idade superior a 6

anos (WONG et al, 2015; HALL et al, 2013).

A resisténcia bacteriana ¢ uma realidade global ha, pelo menos, seis décadas e ainda ¢
uma preocupacdo no que se refere a terapia das doengas infecciosas (NEU et al, 1992; LI,
2005). Os primeiros casos de multi-resisténcia surgiram no final dos anos 1950 e se tornaram
um problema na clinica médica ja na década seguinte (TENOVER et al, 1996). Um dos
principais problemas enfrentados pelos servicos de saude, uma vez que existe um numero
reduzido de novos agentes antimicrobianos inseridos na clinica médica e a resisténcia

bacteriana dificulta e prolonga o tratamento de diversas doengas (BUTLER et al, 2006).
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As principais causas do crescimento de resisténcia a antimicrobianos advém do uso
indiscriminado ou mau uso dos antibidticos (COSTELLOE et al, 2010); do uso excessivo em
situacdes que a infec¢do bacteriana ndo é comprovada, da administracdo equivocada, em
doses e na duragio inapropriadas (WEESE et al, 2006); do excessivo uso do mesmo tipo de
agente antimicrobiano para preven¢do de infec¢des cirurgicas (CHANG et al, 2015) e da
terapia empirica sem a identificacdo correta da bactéria e teste de susceptibilidade adequado

(GUARDABASSI et al, 2004).

O uso extensivo de antimicrobianos nos animais de producdo ¢ motivo de
investigacdo a fim de se estabelecer sua relagdo com o aumento no nimero de casos de

resisténcia bacteriana (PAPINI et al, 2006).

Em contraste, ha poucos dados sobre a resisténcia bacteriana em animais domésticos e
suas implicagdes para o ser humano (GUILLARD et al, 2015). Uma vez que sdo mantidos em
domicilio e a inter-relagdo de resisténcia microbiana entre homens e animais ja foi confirmada
(PAPINI et al, 2006; DAVIES et al, 1978; LOW et al, 1988), a avaliacdo do uso de
antimicrobianos € importante, pois esses animais de companhia podem se tornar reservatorios
de bactérias multi-resistentes e induzirem a transmissdo cruzada entre espécies (KURAZONO

et al, 2003; THOMPSON et al, 2011).

Sabe-se que cepas de E. coli, causadoras de ITU e cistite em cédes, sdo
filogeneticamente relacionadas a E. coli extra-intestinal patogénica humana (ExPEC) e
possuem genes virulentos caracteristicos dos isolamentos clinicos humanos (JOHNSON et al,
2001a; STARCIC et al, 2002). Mais de 15% dos depdsitos fecais no ambiente de cles
apresentam cepas de FE. coli intimamente ligadas aos clones virulentos de EXPEC

(JOHNSON et al, 2001b)

O contato proximo entre homens e seus animais de companhia favorece a transmissao
de bactérias por contato direto (lambedura, feridas, mordeduras, etc.) e pelo ambiente
doméstico (contaminagdo de alimentos, utensilios, mobilia, etc.). Criangas apresentam risco
elevado, pois seu contato fisico com os animais ¢ maior (chdo, carpetes, etc.)

(GUARDABASSI et al, 2004; SILVA et al, 2013).

Embora a autorizacdo de uso das fluorquinolonas em animais de companhia seja
recente (década de 90), a resisténcia bacteriana a essa classe de antimicrobianos ¢ emergente

em cies e gatos (MARTIN et al, 2000). Um estudo conduzido em um hospital veterinario, nos
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EUA, apontou o aumento de resisténcia bacteriana a enrofloxacina, em casos de ITU isolados

com E. coli, apos extensivo uso do farmaco nos anos de 1995 ¢ 1996 (COOKE et al, 2002).

Neste estudo, o indice de resisténcia a enrofloxacina atingiu 45%, em conformidade
com estudos anteriores, em que se demonstra a redugao de eficacia do farmaco utilizado como

primeira opg¢ao no tratamento de ITU e cistite (HALL et al, 2013).

Em estudo conduzido na Italia, a frequéncia de resisténcia as fluorquinolonas,
principalmente de E. coli, Proteus spp. e Staphylococcus spp, se mostrou alta, chegando a
31,88%, 41,67% e 42,11% dos casos, respectivamente (MARQUES et al, 2016). Cruz et al
reportou um indice de resisténcia bacteriana a enrofloxacina de 44,44%, em Pseudomonas
aeruginosa, Streptococcus spp., Proteus spp, Klebsiella spp., Enterobacter cloacae,
Pasteurella spp. e Hafnia alvei.(CRUZ et al, 2012). Segundo Ling et al/(2006), os niveis de

resisténcia as quinolonas chegaram a 40% dos isolados de E. coli em Hong Kong.

Os estudos de Papini et a/ (2006) demonstram as mesmas tendéncias de resisténcia a
enrofloxacina quando comparadas com os dados apresentados neste trabalho: 53,84% para E.
coli, enquanto que Proteus spp. e Staphylococcus spp. contaram com 86,48% e 46,66% do
total de casos. A conclusdo do estudo € que 69,29% de todos os uropatdégenos avaliados foram

resistentes a enrofloxacina e, portanto, ndo seriam eficazes na terapia de caes com ITU.

Couto et al (2016) comprova o alto indice de resisténcia a enrofloxacina (40,7%) em
cdes, com idade superior a 6,8 anos, isolados com Staphylococcus spp. Chang et al (2015)
documenta que a incidéncia de E. coli resistente a enrofloxacina apresentou multiplos
mecanismos, previamente descritos neste trabalho, como: mutagdes nos genes cromossdémicos

codificadores de DNA-girase e topoisomerase [V, mecanismos PMQR e bombas de efluxo.

A prevaléncia de cistites em fémeas foi observada neste trabalho, bem como em
estudos anteriores. Cohn et al (2003) relata que fémeas castradas representaram 46,5% dos
casos de ITU, enquanto que as inteiras somaram 18,4% do total analisado contra 16,3% de
machos castrados e 21,4% dos inteiros. Marques et a/ (2016) reporta uma prevaléncia de
61,41% de fémeas diagnosticadas com ITU, com média de idade de 8,7 anos e Ling et al

(2001) relatou uma prevaléncia de 52,2% de fémeas diagnosticadas com ITU.

Os fatores de risco que aumentam a prevaléncia de ITU e cistite em fémeas caninas

incluem: incontinéncia urinaria, presenga concomitante de vaginite, esterilizagdo cirdrgica
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(OSH), historico recente de administragdo de corticosterdides e antibioticos, cateterizagdo,
vaginoscopia, infec¢des de trato reprodutivo (piometra e distocias), além das afec¢des
sistémicas, como Diabetes, Hipotiroidismo e Hiperadrenocorticismo (FRESHMAN et al,

1989; BIERTUEMPFEL et al, 1981; IHRKE et al, 1985).

Apesar da prevaléncia maior de cistite ter sido observada nas fémeas caninas, o indice
de resisténcia bacteriana foi maior em machos, em acordo com Cohn et al (2003), que
demonstra que infec¢des em machos tendem a ser mais resistentes que em fémeas. Isso
provavelmente ocorre porque as infec¢des em machos estdo frequentemente associadas a
mecanismos de protecdo defeituosos e repetidos cursos de tratamento com antimicrobianos

(COHN et al, 2003; POLZIN et al, 1999).

E. coli e Proteus spp. tém um papel importante nos casos crescentes e na disseminago
da resisténcia a antimicrobianos, potencialmente adquirindo genes determinantes de

resisténcia e atuando como reservatorios para tais genes (REUBEN et al, 2013).

Em estudo conduzido por Schultz et al, comprovou-se a presenga de uma nova ilha
genomica multi-droga resistente denominada PGI1 (Proteus genomic island 1) em cepas de
Proteus mirabilis, combinada com a SGI1 (Salmonella genomic island 1) em cées, na Franca.
Concluiu-se que as cepas de Proteus mirabilis positivas para SGI1/PGI1 sugerem aquisi¢do

horizontal entre homens e animais de elementos MDR (multidrug resitance), como

plasmideos (SCHULTZ et al, 2015).

O crescente uso de fluorquinolonas em animais de companhia nos ultimos anos levou
ao aumento da freqiiéncia de resisténcia bacteriana. A fim de se evitar um aumento ainda mais
expressivo, essa classe terapéutica ndo deve ser utilizada como primeira op¢do no tratamento
de ITU, ja que os indices de resisténcia em Stapyhylococcus spp. chegam a 52,9% dos casos

(PENNA et al, 2010).

A Organizacdo Mundial de Saude Animal preconiza que os médicos veterinarios
devem adotar estratégias para tentar reduzir a resisténcia a antimicrobianos, portanto
informag0es atualizadas sobre a etiologia e a prevaléncia de bactérias resistentes sdo cruciais
(OIE, 2015; MARQUES et al, 2016).

Regulamentacdes mais restritivas e constante monitoramento da prescricdo de

antimicrobianos e da ocorréncia de resisténcia bacteriana em animais de companhia sdo
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estratégias eficientes ja adotadas em paises, como Dinamarca ¢ Suécia (MARQUES et al,
2016). A limita¢do do uso de antimicrobianos diminui a pressdo de seletividade bacteriana,
i.e., as cepas sensiveis excedem as resistentes quando possuir genes determinantes de

resisténcia ndo € mais vantajoso para a bactéria (ANDERSON et al, 2011).

Alternativas ao tratamento de ITU e cistite em cdes englobam vacinas, suco/extrato de
cranberry, probidticos e inibidores de adesdo e colonizagdo bacteriana (GUAY, 2009), mas
com poucos estudos comprobatorios de sua eficacia (FREITAG et al, 2008). Enzimas liticas
de bacteriéfagos foram testadas no tratamento de infec¢des bacterianas no sangue e em
superficies de mucosas, sem alterar a flora natural do animal, com resultados in vitro

interessantes (WAGENLEHNER e NABER, 2006).

A abordagem One Health (Uma unica saude), proposta por One Health Sweden —
organizag¢do que conta com a colaboragdo de pesquisadores em zoonoses € em resisténcia a
antimicrobianos, de universidades e de organiza¢des governamentais, que visa ao sinergismo
de médicos, médicos veterinarios, bidlogos moleculares, ecologistas ¢ quimicos (ONE
HEALTH SWEDEN, 2016). Surgiu em resposta ao desenvolvimento da resisténcia
bacteriana, pois animais e seres humanos compartilham o mesmo ambiente (CORDOBA et al,

2015).

Defini-se como um esforgo colaborativo interdisciplinar para se obter exceléncia de
saude para animais, pessoas ¢ ambiente; ao se estudar e controlar os fatores de risco que
podem desencadear doengas na confluéncia de pessoas e animais em seu ambiente de
interacdo (AVMA, 2008). A figura 3mostra o grafico One Health Umbrella, desenvolvido
pela One Heatlh Swedenem colaboracio com One Health Initiative Autonomous pro Bono

team.
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Figura 3 - Gréfico One Health Umbrella desenvolvido pela One Heatlh Swedenem colaboragdo com One Health
Initiative Autonomous pro Bono team. Disponivel em: http://www.onehealthinitiative.com/news .

A aplicacdo clinica dos principios da abordagem One Health, como: estratégias de
diagndstico validadas, integracdo maior médico-tutor, cooperacdo e coordenagdo
entremédicos e médicos veterinarios para identificar os desafios do processo diagnostico,
implementacdo de praticas intervencionistas comuns a médicos e médicos veterinarios
poderiam,portanto, promover o uso racional de antibioticos em animais e humanos (LERNER

et al, 2015; CORDOBA et al, 2015).

CONSIDERACOES FINAIS

Os dados coletados neste estudo mostram o qudo preocupante sdo os indices de
resisténcia bacteriana a enrofloxacina, nos casos de cistite bacteriana em cées. E necessario
maior nimero de estudos sobre esse tema em animais de companhia, haja vista sua

proximidade com o ser humano e a possibilidade de contaminac¢do cruzada entre espécies.
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Métodos alternativos de tratamento devem ser explorados, uma vez que diminuir a

prevaléncia de resisténcia bacteriana se tornou um desafio de saide publica global.
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