UNIVERSIDADE SANTO AMARO - UNISA

Livia Camargo de Carvalho

AVALIACAO DO PERFIL DE RESISTENCIA EM BACTERIAS DO TRATO
RESPIRATORIO DE CAES

S&o Paulo - SP

2025



Livia Camargo de Carvalho

AVALIACAO DO PERFIL DE RESISTENCIA EM BACTERIAS DO TRATO
RESPIRATORIO DE CAES

Dissertacdo apresentada ao programa de
pos-graduacdo Stricto Sensu em Saude
Unica da Universidade Santo Amaro para
obtencéao do titulo de Mestre.

Orientador: Prof. Dr. Rafael Garabet Agopian

Sao Paulo - SP

2025



Livia Camargo de Carvalho

AVALIACAO DO PERFIL DE RESISTENCIA EM BACTERIAS DO TRATO
RESPIRATORIO DE CAES

Dissertacdo apresentada ao programa de
pos-graduacdo Stricto Sensu em Saude
Unica da Universidade Santo Amaro para
obtencao do titulo de Mestre.

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr Rafael Garabet Agopian

Prof. Dr. Bruno Alonso Miotto

Prof. Dr. Carolina de Oliveira Ghirelli

Sao Paulo, de de 2025.




Ficha catalogréfica biblioteca

C325a Carvalho, Livia Camargo de.
Avaliagdo do perfil de resisténcia em bactérias do trato
respiratorio de caes / Livia Camargo de Carvalho. — Sao Paulo, 2025.

38 p.:il., P&B.
Dissertacdo (Mestrado em Saude Unica) - Universidade Santo
Amaro, 2025.

Orientador: Prof. Dr. Rafael Garabet Agopian.
Bibliografia incluida.

1. ESKAPE. 2. Resisténcia bacteriana. 3. Saude Unica. |. Agopian,
Rafael Garabet, orient. Il. Universidade Santo Amaro. Ill. Titulo.

CDD 610

Elaborado pela Bibliotecaria: Janice Toledo dos Santos CRB-8/8391



corte
Imagem Posicionada


Agradecimentos

Primeiramente a Deus e Nossa Senhora por me fortalecerem sempre.

Agradeco aos meus avos maternos José dos Santos Camargo e Cecilia de
Lara Ribeiro e aos meus avos paternos Roberto Rocha de Carvalho e Luisa Giosa
Carvalho que em meio a sua simplicidade sempre foram grandes incentivadores

para busca de conhecimento.

Aos meu pais Roberto Giosa de Carvalho e Doraci Raimunda Camargo de
Carvalho que sempre se sacrificardo para me proporcionar o melhor, além de

sempre me incentivarem a buscar meus sonhos.

Agradeco ao meu orientador Prof. Dr. Rafael Garabet Agopian por aceitar
esse grande desafio e me direcionar pelo mundo académico, além de compreender

minhas limitacdes e sempre me apoiar.

Agradeco ao Prof. Dr. Bruno Alonso Miotto por ter me acolhido em seu

estudo, por toda paciéncia, orientacédo e pelas incriveis aulas.

A Prof. Dr. Carolina de Oliveira Ghirelli por todas as oportunidades que me
concedeu em minha vida profissional, por todo direcionamento, apoio e por ser uma
grande inspiragéo.

A Prof. Dr. Adriana Cortez por todo suporte como coordenadora do programa

de mestrado e por toda ajuda com o projeto.

A Prof. Dr. Natalia Carrillo Gaeta por todo suporte e ajuda com meu projeto

e por todas as aulas.

A Prof. Msc. Stephanie Bergmann Esteves por ser uma amiga maravilhosa
e um exemplo de profissional dentro do mundo académico, além de sua imensa

ajuda durante o meu projeto.

Agradeco a Prof. Msc. Nathalie Nagase Loureiro por todo apoio e conselhos

durante esse processo.

A M.V. Josyanne Christine Oshika pelos conhecimentos cedidos e todo

suporte.



A M.V. Giovanna Freire de Sa pelo apoio e por tornar as coletas no Hospital

Veterinario Dr. Hato possiveis.
Agradeco ao M.V. André Cascadan por todos os conselhos e suporte.

A minha trainee e amiga Ana Carolina da Silva pelas ajudas durante a coleta,
por todos os conselhos e toda dedicacdo em sua funcéo. Gostaria de homenagear

sua mae Marizete Ferreira da Silva, por ser um exemplo de forca e de fé.

Aos meus grandes amigos Luany Adriane de Oliveira e Gregory Bergmann
Lupifieris por todos os conselhos e incentivos, ndo s6 nessa fase, mas em todas as

outras.

Ao meu namorado Luis Felipe Teixeira de Freitas por compreender meus

momentos de auséncia por todo incentivo.

Ao contratado do setor de imagem do Hovet Unisa, M.V. Vitor Dellamano

Laranjeira por todo suporte e ensinamentos.

Aos técnicos de radiologia do Hovet Unisa Madalena Carvalho, Rafael Silva

Pereira e Ludimila Cruz, por todos os conhecimentos transmitidos.

A todos os professores que ja tive e que dedicaram sua vida a transmitir seu
conhecimento e acreditavam em um futuro melhor e a todos os médicos

veterinarios com quem pude aprender durante todos esses anos.



Resumo

A resisténcia antimicrobiana (RAM) representa um desafio global para a saude
publica e animal. Este estudo teve como objetivo caracterizar o perfil de resisténcia
antimicrobiana de bactérias do grupo ESKAPE isoladas do trato respiratorio de
caes sintoméaticos e assintomaticos atendidos em clinicas veterinarias no estado de
S&o Paulo, destacando seu papel no contexto da Saude Unica. Foram coletadas
amostras nasofaringeas, orofaringeas e oculares de 50 caes, das quais 28%
apresentaram crescimento bacteriano. Entre os 18 isolados bacterianos
identificados, 61,1% pertenciam ao grupo ESKAPE. Testes de suscetibilidade
antimicrobiana revelaram que 54,5% dos isolados do grupo ESKAPE
demonstraram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano, com Serratia
marcescens apresentando resisténcia a 10 antimicrobianos. Amoxicilina com acido
clavulanico foi o antimicrobiano com maior nimero de isolados resistentes. A
analise molecular identificou genes de resisténcia em todos os isolados do grupo
ESKAPE, com destaque para sull, sul2, aac(6')-lb e aph(3)-la, indicando
resisténcia a sulfonamidas e aminoglicosideos. A auséncia de genes CTX-M
relacionados a ESBL foi observada, enquanto ogxB foi o Unico gene associado a
resisténcia a quinolonas identificado. Estes achados reforcam a importancia do
monitoramento da RAM em cées e sua integracdo na abordagem de Saude Unica,

devido ao potencial impacto na saude publica e animal.

Palavras-chave: ESKAPE, resisténcia bacteriana; Saude Unica.



Abstract
Antimicrobial resistance (AMR) poses a global challenge to public and animal
health. This study aimed to characterize the antimicrobial resistance profile of
ESKAPE bacteria isolated from the respiratory tract of symptomatic and
asymptomatic dogs treated at veterinary clinics and shelters in S&o Paulo State,
emphasizing their role in the One Health context. Nasopharyngeal, oropharyngeal,
and ocular samples were collected from 50 dogs, 28% of which exhibited bacterial
growth. Among the 18 identified bacterial isolates, 61.1% belonged to the ESKAPE
group. Antimicrobial susceptibility testing revealed that 54.5% of the ESKAPE
isolates were resistant to at least one antimicrobial, with Serratia marcescens
showing resistance to 10 antimicrobials. Amoxicillin with clavulanic acid was the
antimicrobial with the highest number of resistant isolates. Molecular analysis
detected resistance genes in all ESKAPE isolates, with sull, sul2, aac(6')-1b, and
aph(3')-la being the most prevalent, indicating resistance to sulfonamides and
aminoglycosides. CTX-M genes related to extended-spectrum beta-lactamases
(ESBL) were absent, while ogxB was the only quinolone resistance gene identified.
These findings highlight the importance of AMR surveillance in dogs and its
integration into the One Health approach, given the potential implications for public
and animal health.
Keywords: ESKAPE, bacterial resistence; one health.
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1. Introducéo

A resisténcia antimicrobiana (RAM) é considerada uma das maiores
ameacas a saude publica global, afetando seres humanos, animais e 0s
ecossistemas que interagem com eles, especialmente em um contexto de Saude
Unica (One Health) (WHO, 2022; Velazquez-Meza, 2022). Em 2012, em um
relatorio da Organizagdo Mundial da Saude (OMS), onde tratava da crescente
ameaca da RAM, a coordenadora, Dra. Marie-Paule Kienry (2012), destacou que
organismos inicialmente suscetiveis aos antibiéticos passaram a desenvolver
estratégias de resisténcia, reduzindo progressivamente a eficacia de novos

farmacos.

Segundo o relatorio, esse fenbmeno ocorreu por consequéncia inevitaveis a
adaptacdo microbiana em resposta ao uso disseminado de antibioticos, tanto em
contextos clinicos quanto em ambientes ndo hospitalares (OMS, 2012). Adiante, o
relatério de 2022, do Sistema Global de Vigilancia de Resisténcia e Uso de
Antimicrobianos (GLASS), revelou dados alarmantes quanto a patégenos
bacterianos prevalentes, estimando que, em 2019, infec¢cBes bacterianas
resistentes a medicamentos foram responséaveis por 1,27 milhdo de mortes diretas
em todo o mundo e contribuiram para um total de 4,95 milhdes de 6bitos (OMS,
2022).

Além do mais, um relatério desenvolvido por Jonas et al. (2017) ao Banco
Mundial destaca que 0s custos econdmicos da resisténcia antimicrobiana séo
alarmantes e envolve tanto os sistemas de saude quanto a produtividade
econdmica global. As projecdes do relatorio indicam que a RAM podera gerar um
aumento de até US$ 1 trilhdo em custos de saude até 2050, além de perdas anuais
no produto interno bruto global que podem variar entre US$ 1 trilhdo e US$ 3,4
trilndes até 2030.

Importante mencionar que a RAM pode ser intrinseca ou adquirida. A
resisténcia intrinseca € uma caracteristica inerente a uma espécie bacteriana,
associada a genes cromossomicos. Por outro lado, a resisténcia adquirida ocorre
devido a mutacdes cromossdmicas ou pela transferéncia horizontal de genes, a

qual pode ocorrer por trés mecanismos principais: transducdo mediada por
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bacteriéfagos, transformacédo pela incorporacdo de cromatina de cromossomos,
plasmideos e DNA de organismos mortos, ou conjugac¢ao por meio de plasmideos
e transposons conjugativos (Alekshun; Levy, 2007; Verraes et al., 2013)

Um dos grupos mais preocupantes de bactérias resistentes € o grupo
ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,
Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e Enterobacter spp.),
responsavel por grande parte das infec¢ées adquiridas em hospitais (Silva et al.,
2017). Essas bactérias possuem perfis de resisténcia que as tornam capazes de

escapar da acao de diversos antimicrobianos.

Em 2017, a OMS publicou uma lista de patdégenos prioritarios, destacando o
grupo ESKAPE, dada sua relevancia clinica e o impacto global de suas resisténcias
(WHO, 2017). Como exemplo entre os patégenos desse grupo, tem-se

Enterococcus faecium, resistente a vancomicina.

Nos Estados Unidos, a disseminacdo ocorreu em duas ondas distintas,
sendo a primeira nos anos 1980, impulsionada pela introducdo de cefalosporinas
de terceira geracdo, e a segunda, dominada por linhagens resistentes a
vancomicina (Kourtis et al., 2019). Na Australia, quase metade das amostras de E.
faecium isoladas de hemoculturas séo resistentes a vancomicina, destacando a
gravidade do problema (Coombs, 2014; AURA, 2019).

Além disso, patdbgenos como Staphylococcus aureus resistente a meticilina
(MRSA) também apresentam relevancia global. Apesar de avancos no controle de
infeccdes, a carga de infeccbes por MRSA ainda é alta em algumas regioes,
especialmente na Asia. Outros patégenos, como Klebsiella pneumoniae resistente
a carbapenémicos, apresentam taxas de mortalidade superiores a 40% em

infecgdes grave (De Oliveira, 2020).

O estudo de Silva et al. (2017), que avaliou o perfil de susceptibilidade dos
patdgenos do grupo ESKAPE, com base nos pontos de corte definidos pelo Clinical
& Laboratory Standards Institute (CLSI) de 2015, analisou 2.527 amostras, das

quais 577 apresentaram resultado positivo para os patdogenos do grupo ESKAPE.

A analise das amostras revelou que o Klebsiella pneumoniae foi o

microorganismo mais prevalente (41%), seguido por Staphylococcus aureus (22%),
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Pseudomonas aeruginosa (14%), Enterobacter spp. (11%), Acinetobacter
baumannii (8%) e Enterococcus faecium (4%). As amostras foram obtidas
principalmente de urina, swab retal, swab nasal e sangue (Silva et al., 2017).

Em termos de resisténcia antimicrobiana, foi identificada alta frequéncia de
resisténcia entre os patégenos analisados, com destaque para as cepas resistentes
a carbapenémicos e antimicrobianos de ultima linha, como linezolida e daptomicina.
A analise molecular identificou genes de resisténcia especificos, como o blaKPC,
blaNDM, blaIMP, blaVIM e blaOXA-23, que sdo prevalentes em enterobactérias e

Acinetobacter baumannii resistentes a carbapenémicos (Silva et al., 2017).

Especificamente, destaca-se a ocorréncia do grupo de bactérias ESKAPE
em cdes, trazendo riscos zoonGticos associados as terapias assistidas por animais
e as atividades assistidas por animais em contextos de salde, como mencionam
Yu et al. (2024) e Santaniello et al. (2020). Isso se deve ao fato da interagdo proxima
entre cdes e individuos vulneraveis, como imunocomprometidos, levantando

preocupacdes quanto ao potencial de transmissdo de agentes zoondéticos.

Nesse contexto, Santaniello et al. (2020) concluiram que os cdes podem
atuar como portadores assintomaticos de bactérias ESKAPE, potencialmente
facilitando a transmisséo zoon6tica. Por exemplo, E. faecium, um comensal do trato
gastrointestinal, pode adquirir resisténcia a vancomicina e ampicilina, apresentando
risco quando transmitido por contato direto com cées. Da mesma forma, S. aureus,
especialmente as cepas MRSA, séo frequentemente isolados de caes e humanos,
demonstrando a necessidade de vigilancia em contextos onde € necessario 0

contato fisico proximo.

A Dbactéria K. pneumoniae, frequentemente associada a infeccdes
respiratorias e urinarias, foi detectada em linhagens clonais compartilhadas entre
cdes e seus donos. A. baumannii e P. aeruginosa destacam-se por sua fungcao em
infeccbes nosocomiais graves, sendo também encontrados em cées, enquanto
Enterobacter spp., frequentemente associadas a infecgbes oportunistas,

completam o espectro de agentes que demandam atencao (Yu et al., 2024).

A resisténcia a terceira geragao de cefalosporinas em Escherichia coli é um
exemplo alarmante, com uma meédia global de 42% em 76 paises. Outro destaque

€ 0 MRSA, que atinge taxas de 35%, configurando-se como um dos maiores
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desafios para a saude publica global. O MRSA esta associado a uma ampla gama
de infecgbes, desde doencas de pele e tecidos moles até bacteremias e pneumonia
grave. Sua resisténcia a meticilina compromete a eficdcia de antibioticos beta-
lactamicos, reduzindo as opcoes terapéuticas disponiveis, que, além de serem mais

toxicas, tornam-se muitas vezes menos acessiveis (OMS, 2022).

Essa capacidade das bactérias de superar os mecanismos de acdo das
substancias antimicrobianas pode comprometer a eficacia de tratamentos
convencionais, como concluido por Liu et al (2015), quando descobriram um
mecanismo de resisténcia mediado por plasmideos ao antibidtico colistina,
denominado mcr-1, em amostras provenientes de animais e seres humanos na
China. A andlise revelou que o gene mcr-1 estava presente em amostras isoladas
de animais, alimentos derivados de animais e em amostras clinicas humanas. A
localizacdo do gene em plasmideos foi uma descoberta critica, pois esses
elementos genéticos permitem a transferéncia horizontal entre diferentes espécies

bacterianas, representando uma ameaca global & saude publica.

Ademais, variantes como mcr-4 e mcr-5 tém sido relatadas em Salmonella
enterica e outras espécies, destacando a rapida evolucdo dos mecanismos de
resisténcia a colistina (Borowiak et al., 2017; Carattoli et al., 2017). Esses genes
sdo considerados ameaca, pois comprometem o uso de antimicrobianos de Ultima

linha no tratamento de infec¢des multirresistentes.

Paralelamente, genes como gnr e aac(6')-lb-cr também comprometem na
resisténcia, respectivamente, a quinolonas e aminoglicosideos, com sua
disseminagéo detectada em amostras de humanos, animais e ambientes (Chen et
al., 2012; Cattoir et al., 2007; Vanegas et al. (2021).

Jia et al. (2018), em outro estudo acerca da presenca de genes de
resisténcia a antibioticos, abordou o fenémeno no Rio Ba, em Xi‘an, China, entre
marco e julho de 2017, investigando a ocorréncia e distribuicdo de 14 antibidticos
pertencentes a sete categorias, bem como 23 genes correspondentes. Entre os
genes, 0s mais predominantes em termos de abundancia absoluta foram sull, tetA,
tetC, tetZ, gyrA, ermF, cmlA e blaTEM. Contudo, a abundancia relativa desses

genes mostrou-se estavel ao longo dos meses, com excec¢ao de sul3.
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Diante disso, a vigilancia continua e o rastreamento de perfis de resisténcia
sd0 essenciais para orientar decisfes terapéuticas e desenvolver estratégias
eficazes de controle de infec¢des. Além disso, sdo necessarios esfor¢cos para o
desenvolvimento de novos antimicrobianos e a implementacdo de medidas para
minimizar a disseminacdo de bactérias resistentes, especialmente aquelas
pertencentes ao grupo ESKAPE. Nesse cenario, os cdes, como animais de
estimacao proximos aos humanos, podem atuar como vetores e reservatorios de

bactérias resistentes.

Assim, surge o presente estudo, a partir do problema de pesquisa que
considerando a troca de bactérias e genes de resisténcia entre cdes e humanos,
evidenciando o impacto da saude Unica no contexto da resisténcia antimicrobiana.
Richard Dawkins (2007), em “O gene egoista”, descreve os genes como as
unidades fundamentais da selecao natural, determinando os tragos que maximizam

a sobrevivéncia e propagacao.

Na resisténcia antimicrobiana, os genes que conferem resisténcia em
bactérias, como os que codificam beta-lactamases ou modificacbes de alvos,
aumentam a sobrevivéncia bacteriana em ambientes com uso indiscriminado de
antimicrobianos. Esses genes se perpetuam nas populacdes bacterianas, muitas
vezes atraveés de transferéncia horizontal de genes, criando um "efeito competitivo"

gue prioriza as bactérias resistentes em detrimento das suscetiveis.

Portanto, como objetivo geral considerou-se: caracterizar o perfil de
resisténcia antimicrobiana de bactérias ESKAPE isoladas do trato respiratério de
cdes, abordando as intera¢ces entre essas bactérias e o ambiente de saude Unica,
considerando a propagacao de genes de resisténcia entre caes e humanos. De
forma especifica, considerou-se: identificar os genes de resisténcia presentes nas
bactérias ESKAPE isoladas de cées; discutir a troca de bactérias e genes de
resisténcia no contexto da saude Unica, com foco no impacto na saude publica e

animal.

A aplicacdo de metodologias moleculares, como o PCR multiplex, tem sido
fundamental para a identificacdo de genes de resisténcia, especialmente em
estudos que buscam correlacionar fatores ambientais e clinicos com a

disseminacgéo desses elementos genéticos (Dallenne et al., 2010; Ellington et al.,
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2007). Essas ferramentas permitem a deteccdo simultdanea de multiplos genes,
facilitando a compreensdo da epidemiologia da resisténcia antimicrobiana e

contribuindo para estratégias de mitigacao (Cattoir et al., 2007).

Dada a complexidade e a urgéncia do problema, o presente estudo visa
aprofundar o conhecimento sobre a presenca e a disseminacdo de genes de
resisténcia antimicrobiana, explorando seus impactos na saude publica, na saude
animal e nos ecossistemas naturais. Com base nas evidéncias existentes, este
estudo se concentra na andlise molecular de genes relacionados a resisténcia de
antimicrobianos, buscando contribuir para estratégias de contencdo e manejo da

resisténcia antimicrobiana.

A justificativa se baseia na necessidade de estudos que investiguem a
ocorréncia, 0s mecanismos de resisténcia e as implicacdes para a saude Unica,
promovendo o uso racional de antimicrobianos. Assim, surgiu a importancia em
compreender melhor os determinantes da resisténcia antimicrobiana e suas
repercussdes na saude humana e animal, bem como pela urgéncia em propor

solugBes para um problema em larga escala.
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2. Objetivos

Caracterizar o perfil de resisténcia antimicrobiana de bactérias do grupo
ESKAPE isoladas do trato respiratério de cées, sintomaticos e assintomaticos,
atendidos em clinicas veterinarias no estado de S&o Paulo, destacando sua

relevancia no contexto da Satde Unica.

2.1. Objetivos especificos

1. Isolar e identificar bactérias do grupo ESKAPE a partir de amostras
nasofaringeas, orofaringeas ou oculares de cées, utilizando meios seletivos

e diferenciais, bem como métodos fenotipicos e moleculares.

2. Determinar o perfil de suscetibilidade antimicrobiana das bactérias isoladas,
empregando técnicas padronizadas de disco-difusdo (Kirby-Bauer) e

microdiluicdo em caldo, seguindo os critérios do CLSI.

3. Identificar genes de resisténcia antimicrobiana, como mecA, vanA e blaKPC,
presentes nos isolados bacterianos por meio de PCR especifica.

4. Analisar os achados no contexto da Satude Unica, discutindo a circulagéo de
bactérias e genes de resisténcia entre cdes, o ambiente e potenciais

impactos na saude humana e animal.
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3. Materiais e Métodos

3.1. Delineamento do estudo

Este estudo transversal foi conduzido com o objetivo de coletar amostras de
caes, assintoméaticos e sintomaticos, com suspeita clinica de doencas respiratorias.
Os animais foram provenientes do Hospital Veterinario da Universidade Santo
Amaro (Hovet-Unisa) no municipio de Sao Paulo ou do Hospital Veterinario Dr. Hato
no municipio de Santo André, ambos no estado de Sdo Paulo durante marco e
setembro de 2024. Foram selecionados paciente que procuravam atendimento
veterindrio com sintomas respiratério e pacientes assintomaticos presentes no
hospital veterinario para a campanha de castracdo. Os critérios de exclusdo foram
baseados no historico de condicBes subjacentes, sendo condicbes de doencas
crbnicas cardiacas, neoplasia no aparelho cardiorrespiratorio, derrame pleural,
anormalidades funcionais ou anatdmicas do trato respiratério e uso de antibioticos

nos 30 dias anteriores a coleta da amostra.

O estudo detém o CEUA (Comité de Etica no Uso de Animais) através de
um adendo ao projeto "Ocorréncia de patdogenos do Complexo Infeccioso
Respiratério Canino em cées atendidos no Hovet-UNISA", com o numero de
Protocolo de Aprovacédo do Registro da Pesquisa: 2020/2023, como documentado

no apéndice 1.

3.2. Coleta de amostras

As amostras biolégicas foram obtidas por meio de swabs nasofaringeos,
orofaringeos ou oculares coletados dos caes participantes no Hospital Veterinario
da UNISA (Hovet-Unisa) ou no Hospital Veterinario Dr. Hato. Antes da coleta, os
responsaveis pelos animais foram apresentados e assinaram o Termo de

Consentimento Livre e Esclarecido, conforme apresentado no Apéndice 2.
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3.3. Isolamento e identificacdo bacteriana

As amostras coletadas dos cées incluidos no presente estudo foram
cultivadas em meios de cultura seletivos e diferenciais, como agar sangue para
isolamento de microrganismos e foram plaqueadas em Agar sangue de carneiro
(5%) e as placas incubadas a 37° C por 24 horas, em aerobiose. A identificacao
bacteriana das coldnias cultivadas foi realizada utilizando métodos fenotipicos,
como o sistema MALDI-TOF (CHERKAOUI et al. 2010, ANGELETTI 2016).

3.4. Testes de suscetibilidade antimicrobiana

A suscetibilidade antimicrobiana dos isolados das bactérias pertencentes ao
grupo ESKAPE foi avaliada por meio dos métodos de disco-difusédo (Kirby-Bauer)
ou microdiluicdo em caldo, seguindo os critérios estabelecidos pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2023). Os resultados foram interpretados e
categorizados como sensivel, intermediario ou resistente, de acordo com os pontos

de corte fornecidos pelo CLSI.

3.5. Deteccao de genes de resisténcia

O DNA bacteriano das bactérias pertencentes ao grupo ESKAPE foi extraido
seguindo o protocolo descrito na bula fornecida pelo fabricante e entdo foi
conduzida a deteccdo de genes de resisténcia antimicrobiana por PCR. Foram
investigados 14 genes relacionados a resisténcia bacteriana, incluindo blaCTX-M-
Gpl, blaCTX-M-Gp2, blaCTX-M-Gp9, ogxA, ogxB, gnrA, gnrB, gnrS, tet(A), tet(B),
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sull, sul2, aac(6)-Ib e aph(3)-la, com seus respectivos primers e referéncias

bibliogréficas listados no quadro 1.

Quadro 1. Genes de resisténcia investigados com os primers (foward e reverse), temperatura de
anelamento em graus Celsius (°C), tamanho do amplicon em pares de bases (pb) e referéncia

bibliografica.
Gene Forward primer Reverse primer Temperatu | Taman | Referénc
rade ho do ia
anelament | amplico
o (°C) n (pb)
blactx- | TTAGGAARTGTGCCGCTG | CGATATCGTTGGTGGTRC 60 688 Dallenne
M-Gpl YA CAT etal.,
2010
blactx- | CGTTAACGGCACGATGAC | CGATATCGTTGGTGGTRC 60 404 Dallenne
M-Gp2 CAT et al.,
2010
blactx- | TCAAGCCTGCCGATCTGG | TGATTCTCGCCGCTGAAG 60 561 Dallenne
M-Gp9 T etal.,
2010
0gxA | GACAGCGTCGCACAGAA GGAGACGAGGTTGGTAT 62 339 Chen et
TG GGA al., 2012
ogxB CGAAGAAAGACCTCCCTA | CGCCGCCAATGAGATAC 62 240 Chen et
CCcC A al., 2012
gnrA AGAGGATTTCTCACGCCA | TGCCAGGCACAGATCTTG 55 580 Cattoir et
GG AC al., 2007
gnrB GGMATHGAAATTCGCCA TTTGCYGYYCGCCAGTCG 55 264 Cattoir et
CTG AA al., 2007
gnrS GCAAGTTCATTGAACAGG | TCTAAACCGTCGAGTTCG 55 428 Cattoir et
GT GCG al., 2007
tet(A) | GCTACATCCTGCTTGCCT | CATAGATCGCCGTGAAGA 55 210 Ng et al.,
TC GG 2001
tet(B) | TTGGTTAGGGGCAAGTTT | GTAATGGGCCAATAACAC 55 659 Ngetal.,
TG CG 2001
sull CGGCGTGGGCTACCTGA | GCCGATCGCGTGAAGTT 69 433 Kerrn et
ACG CCG al., 2002
sul2 GCGCTCAAGGCAGATGG GCGTTTGATACCGGCAC 69 293 Kerrn et
CATT CCGT al., 2002
aac(6' | TATGAGTGGCTAAATCGA | CCCGCTTTCTCGTAGCA 55 395 Ploy et
)-Ib T al., 1994
aph(3' | CGAGCATCAAATGAAACT | GCGTTGCCAATGATGTTA 55 623 Noppe-
)-la GC CAG Leclercq
et al.,,
1999
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4. Resultados

4.1. Universo amostral

Foram coletadas amostras de 50 cdes durante marco e outubro de 2024,
sendo 26 machos (52%) e 24 fémeas (48%). Quarenta caes eram adultos — 12
meses ou mais (80%) e 10 eram filhotes (20%), com idades variando entre 2 meses

e 15 anos. Os dados desagregados podem ser visualizados na Quadro 2.

Dentre os 50 animais incluidos, 41 foram atendidos no Hovet-Unisa (82%) e
nove no hospital Dr. Hato (18%). A minoria dos cées (11 dos 50 — 22%)
apresentavam sintoma clinico compativel com possivel afeccdo em trato

respiratorio, enquanto 39 eram assintomaticos (78%).

Quadro 2. Dados dos caes incluidos no estudo.

ID Sexo Idade Raca Local Sintoma
1 Macho | Filhote Maltés UNISA Assintomatico

2 Macho | Adulto Sem raca definida UNISA Assintomético

3 Macho | Adulto Yorkshire Terrier UNISA Assintomético

4 Fémea | Adulto Yorkshire Terrier UNISA Assintomatico

5 Fémea | Filhote Poodle UNISA Tosse e secrecdo nasal
6 Macho | Adulto Daschund HATO Tosse e secrecdo nasal
7 Fémea | Adulto Bealge HATO Tosse seca

8 Fémea | Filhote Sem racga definida HATO Tosse seca

9 Macho | Adulto Sem raca definida HATO Tosse seca

10 | Fémea | Adulto American Bully HATO Tosse seca

11 | Fémea | Adulto Spitz Alemé&o HATO Tosse seca

12 | Macho | Adulto Sem raca definida HATO Tosse seca

13 | Fémea | Adulto Sem raca definida UNISA Assintomatico

14 | Macho | Adulto Sem raca definida UNISA Assintomético

15 | Macho | Adulto Sem raca definida HATO Tosse seca

16 | Macho | Adulto Sem raca definida HATO Tosse

17 | Macho | Adulto Sem raca definida UNISA Tosse Produtiva
18 | Macho | Filhote Spitz Alemé&o UNISA Assintomatico

19 | Fémea | Filhote Golden Retriver UNISA Assintomatico

20 | Fémea | Adulto Golden Retriver UNISA Assintomatico

21 | Macho | Filhote Pitbull UNISA Assintomatico

22 | Fémea | Adulto Sem raca definida UNISA Assintomatico
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23 | Fémea | Filhote Sem raca definida UNISA Assintomatico
24 | Macho | Adulto Poodle UNISA Assintomatico
25 | Fémea | Adulto Sem raca definida UNISA Assintomatico
26 | Macho | Adulto Cocker Spaniel UNISA Assintomatico
27 | Fémea | Adulto Sem raca definida UNISA Assintomético
28 | Fémea | Adulto Pinscher UNISA Assintomatico
29 | Macho | Adulto Sem raca definida UNISA Assintoméatico
30 | Fémea | Adulto Yorkshire Terrier UNISA Assintomatico
31 | Fémea | Adulto Chow-chow UNISA Assintomatico
32 | Macho | Adulto Yorkshire Terrier UNISA Assintomatico
33 | Fémea | Adulto Golden Retriver UNISA Assintomético
34 | Fémea | Adulto Biewer Terrier UNISA Assintomético
35 | Fémea | Adulto Yorkshire Terrier UNISA Assintomatico
36 | Fémea | Filhote Poodle UNISA Assintomético
37 | Fémea | Filhote Sem raca definida UNISA Assintomatico
38 | Macho | Adulto Pastor Alemé&o UNISA Assintomatico
39 | Macho | Adulto Daschund UNISA Assintomético
40 | Macho | Adulto Sem raca definida UNISA Assintomético
41 | Fémea | Adulto Pastor Alemé&o UNISA Assintomatico
42 | Macho | Adulto Cocker Spaniel UNISA Assintomético
43 | Macho | Adulto Sem raca definida UNISA Assintomético
44 | Macho | Adulto Yorkshire Terrier UNISA Assintomatico
45 | Fémea | Adulto Sem raca definida UNISA Assintoméatico
46 | Macho | Adulto Spitz Aleméo UNISA Assintomético
47 | Macho | Adulto Spitz Alemé&o UNISA Assintomatico
48 | Macho | Adulto Bull terrier UNISA Assintomatico
49 | Fémea | Adulto Sem raca definida UNISA Assintoméatico
50 | Macho | Filhote Yorkshire Terrier UNISA Assintomatico
4.2. Isolamento e identificagdo bacteriana

Das amostras bioldgicas coletadas dos 50 cédes incluidos no estudo, 14

(28%) apresentaram crescimento bacteriano, sendo as espécies bacterianas

identificadas por meio da técnica MALDI-TOF, conforme descrito na Quadro 3.

Quatro cées (1, 2, 3 e 4) todos assintomaticos, tiveram crescimento de mais de uma

espécie bacteriana em suas amostras. Entre os 14 animais positivos, 35,7% (5

cées) apresentavam sinais clinicos, enquanto 64,3% (9 cdes) eram assintomaticos.



Quadro 3. Lista de isolados bacterianos com identificacdo MALDI-TOF de Bactérias ESKAPE

ID | SINTOMA Origem da amostra | Espécie do isolado (MALDI-TOF)

1 | Assintomatico Nasofaringeo/Ocular | Enterococcus faecium
Orofaringe Enterobacter Kobei

2 | Assintomatico Orofaringe Enterobacter Kobei

3 | Assintomatico Nasofaringeo/Ocular | Pseudomonas aeruginosa
Orofaringe Pseudomonas aeruginosa

6 | Tosse e secrecéo nasal | Nasofaringeo/Ocular | N&o identificada

21 | Assintomatico Orofaringe Enterobacter hormaechei/ ndo

identificada
23 | Assintomatico Orofaringe Enterobacter hormaechei
27 | Assintomatico Orofaringe Enterobacter hormaechei

Tabela 4. Lista de isolados bacterianos com

ertencentes ao grupo ESKAPE
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identificacdo MALDI- TOF de bactérias néo

ID | SINTOMA Origem da amostra | Espécie do isolado (MALDI-TOF)

4 | Assintomatico Nasofaringeo/Ocular | Staphylococcus xylosus
Orofaringe Streptococcus minor

6 | Tosse e secrecdo nasal | Nasofaringeo/Ocular | N&o identificada

11 | Tosse seca Orofaringe Staphylococcus cohnii

12 | Tosse seca Orofaringe Escherichia coli

15 | Tosse seca Orofaringe Glutamicibacter soli

16 | Tosse Orofaringe Staphylococcus cohnii

24 | Assintomético Orofaringe Stenotrophomonas maltophilia

27 | Assintomético Orofaringe Mammaliicoccus sciuri

grupo ESKAPE. Esses

No total, foram isoladas 18 bactérias, das quais 11 (61,1%) pertenciam ao

suscetibilidade antimicrobiana e avaliacdo de genes de resisténcia.

4.3. Suscetibilidade antimicrobiana

isolados foram selecionados para os testes de

Entre os 11 isolados do grupo ESKAPE identificados pelo MALDI-TOF, seis

(54,5%) demonstraram resisténcia a pelo menos um antimicrobiano em testes de

disco-difusdo. Desses, cinco eram bactérias Gram-negativas e uma Gram-positiva.

Nenhum dos isolados apresentou producédo de B-lactamase de espectro estendido

(ESBL), e apenas dois exibiram producdo de AmpC plasmidial. Os dados podem

ser visualizados na Quadro 5.
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Dentre os isolados sensiveis a antimicrobianos, destacam-se a bactéria
isolada do cdo 12 (E. coli), que apresentou sensibilidade para todos os 15
antimicrobianos testados, a isolada do cado 3 (Pseudomonas aeruginosa), que
apresentou sensibilidade aos 6 antimicrobianos testados e a do cédo 24
(Stenotrophomonas maltophilia), que apresentou sensibilidade ao sulfametoxazol
trimetoprim, Unico antimicrobiano testado. J& o isolado do cdo 29 (E. coli)
apresentou sensibilidade a 12 dos 15 antimicrobianos testados e sensibilidade

intermediaria a outros 3.

O isolado com o maior numero de resisténcias foi Serratia marcescens (cédo
9), resistente a 10 dos 15 antimicrobianos avaliados. Em seguida, o isolado de
Enterococcus faecium (cdo 10) demonstrou resisténcia a 5 dos 7 antimicrobianos

testados.

Quadro 5.Resultados do teste de disco-difusédo das bactérias isoladas pertencentes ao grupo
ESKAPE.

ID

15
23
12

5
21
29
19

9

Espécie Disco-difuséao
S - - O s X N O3 S o F z 7 9
358522525868 BokEB g E
Gram-Negativa
K. variicola S §$ §$ §$S S S S s s s s S I S S Na&o Nao
Enterobater hormaechei S §S §$S S S §S S R S S s S S S S Nao Néao
E. coli S §$ S S S S S s s s s S S S S Néao Néo
Enterobacter kobei S S S R S S R R S R S SbD S S R Nao Sim
Enterobater hormaechei S S §$ S S S S R S R S SbD S S S Nao Sim
E. coli S §$ S S S S S s s | s S I S | Nao Nao
Enterobater hormaechei S R I S S S R R R S S S S S Nao Néao
Serratia marcescens R R I R R S R RI R RI S R R R R N&o Nao
Pseudomonas aeruginosa S RIL R Rl RL'S RI RIS Rl S S S RI RI Nao Nao

3

24 Stenotrophomonas maltophilia RI S RI RI RI RI RI RI RI RI RI RI Rl Rl Rl Nao Nao

Gram-Positiva

z Z = o
b < @ w % E 3
o > w - O Z2 0

10

Enterococcus faecium R I R R R R |

ATM — aztreonan; SUT — sulfametoxazol trimetoprim; ERT- ertapenem; IPM — imipenem; CRO —
ceftroxona; NAL — acido nalidixico; CTX — cefotaxima; AMC — amoxicilina com acido clavulanico; CAZ —
ceftazidima; CFO - cefoxitina; MPM - meropenem; CPM- cefepime; CIP- ciprofloxacina; TET — tetraciclina,;
GEN- gentamicina; PEN — penicilina; VAN- vancomicina; EPI- eritromicina; NIT — nitrofurantoina;

CLO - cloranfenicol; ESBL: Extended Spectrum Beta-Lactamase; AmpC: AMP plasmidial; S: Sensivel; I:
Sensibilidade Intermediaria; SDD: Sensivel Dose Dependente; R: Resistente; RI: Resisténcia Intrinseca.
Droga néo testada.
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O antimicrobiano com maior numero de bactérias resistentes foi a
amoxicilina com acido clavulanico, com 4 isolados resistentes. Outros
antimicrobianos com altos indices de resisténcia incluiram cefotaxima e cefoxitina
(3 isolados resistentes cada) e sulfametoxazol-trimetoprim, ceftriaxona e
gentamicina (2 isolados resistentes cada).

4.4. Genes de resisténcia

Todos os isolados de bactérias pertencentes ao grupo ESKAPE
apresentaram a presenca de ao menos um dos genes pesquisados, com os dados
descritos na Quadro 6. Os isolados com maior quantidade de genes de resisténcia
incluem Klebsiella variicola (cdo 15 — 4 genes), Enterobacter hormaechei (caes 23
—genes, 19 -4 genes e 21 — 3 genes), e E. coli (caes 12 — 5 genes e 29 — 4 genes),

todos apresentando multiplos genes associados a resisténcia antimicrobiana.

Quadro 6. Genes de resisténcia presentes nos isolados bacterianos identificados.

Genes
o = 2 = 2 2
Espécie > %X %X = 2Lt £ ¢ g e =S & @&
= = = o o o o [SHE. = @ @ Q =
D O O O % %
15 K. variicola Ndo Ndo N&o Nado N&do Nao Nao Nao Nao Ndo Sim Sim Sim Sim
23 Enterobater hormaechei Ndo N&o Nao Ndo N&o N&o Nao N&o Ndo Nao Sim Sim Sim Sim
12 E. coli Ndo Nao N&o Nao Nao Ndo Nao Nao Sim Nao Sim Sim Sim Sim
5 Enterobacter kobei Ndo N&o Nao Ndo Nao Nao N&o Nao Sim N&o Sim Sim Sim Sim
21 Enterobater hormaechei Ndo Nao N&o Nao Sim Ndo Nao Nao Ndo N&o Sim Sim Nao Nao
29 E. coli Ndo Nao N&ao Ndo Nao Ndo Nao Nao Nao Ndo Sim Sim Sim Sim
19 Enterobater hormaechei Ndo Nao N&o Ndo Nao Ndo Nao Nao Nao Ndo Sim Sim Sim Sim
9 Serratia marcescens Nao N&o Nao Ndo Nao Nao N&o Nao Sim N&o N&o Sim Sim Sim
3 Pseudomonas aeruginosa Ndo N&o Nao Ndo Nao Nao N&o N&o Nao Ndo Sim Sim Nao Nao
24 Stenotrophomonas maltophilia N&o Ndo Nao Ndo N&o Ndo Nao Nao N&o Ndo Sim Sim Nao N&o

Os genes sull, su2, aac(6)-1b e aph(3')-la foram os mais frequentemente
detectados nos isolados — em 9, 10, 7 e 7 isolados respectivamente, indicando

resisténcia a sulfonamidas e aminoglicosideos, respectivamente. A presenca dos
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genes CTX-M (M1, M2 e M9), que conferem resisténcia as cefalosporinas de
espectro estendido (ESBL), foi ausente em todos os isolados analisados. J& dentre
0S genes ogxA, ogxB, gnrA, gnrB, gnrS, que séo relacionados a resisténcia a
quinolonas foi apenas identificado o ogxB em um dos isolados (Enterobacter

hormaechei).
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5. Discussao

A identificacdo de bactérias do grupo ESKAPE em cdes chama a atencéo
para o papel desses animais como possiveis reservatorios de patdgenos
resistentes a antimicrobianos (Santaniello et al.,2020). No presente estudo, 61,1%
dos isolados bacterianos pertenciam a esse grupo, que € amplamente reconhecido
por seu papel em infeccbes humanas graves e sua capacidade de evadir
tratamentos antimicrobianos comumente utilizados (de Oliveira et al., 2020). Esses
dados reforcam a relevancia da interface homem-animal no contexto de saude
Unica, considerando a convivéncia proxima entre caes e seus tutores, que pode

facilitar o intercambio de microrganismos e genes de resisténcia.

Embora a auséncia de isolados produtores de ESBL seja um achado
positivo, a deteccao de dois isolados com AmpC plasmidial destaca a presenca de
mecanismos relevantes de resisténcia. A resisténcia a antimicrobianos amplamente
utilizados na pratica clinica, como a amoxicilina com acido clavulanico e
cefalosporinas de terceira geracédo, é preocupante, especialmente em relacdo aos
isolados de Serratia marcescens e Enterococcus faecium, que apresentaram
resisténcia a um numero significativo de drogas (Tavares-Carreon et al., 2023;
Hayes et al., 2004). Os resultados do presente estudo resultados sugerem que
bactérias resistentes podem estar circulando no ambiente, inclusive entre animais

domeésticos.

Outro dado relevante foi a proporcao significativa de bactérias isoladas em
cdes assintomaticos (64,3%). Isso indica que, além de apresentarem risco direto a
salude dos préprios animais, esses caes podem atuar como reservatorios
silenciosos de patdégenos resistentes, contribuindo para sua disseminagdo no
ambiente domiciliar e, potencialmente, em contextos mais amplos (Santaniello et
al.,2020;). Esse achado é particularmente preocupante, considerando 0 uso
indiscriminado de antimicrobianos na pratica veterinaria e a proximidade desses

animais com humanos (Yu et al.,2014).

A resisténcia observada a antimicrobianos de uso veterinario e humano
levanta a necessidade de estratégias integradas para controle e prevengédo, como

0 uso racional de antimicrobianos e o fortalecimento de politicas de vigilancia
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epidemioldgica (Who,2022; Velazquez-Meza,2022). Por exemplo, a resisténcia ao
sulfametoxazol-trimetoprim em isolados de Stenotrophomonas maltophilia, um
antimicrobiano considerado de escolha para essa espécie, ilustra a importancia de
realizar testes de suscetibilidade antes de iniciar o tratamento, evitando terapias
ineficazes (CLSI,2023).

Os genes sull, su2, que indicam resisténcia a sulfonamidas (Jiang et al.,
2019) e aac(6)-lb e aph(3)-la que indicam resisténcia a aminoglicosideos
(Vakulenko et al., 2003) foram os mais frequentemente detectados nos isolados. A
presenca dos genes CTX-M (M1, M2 e M9), que conferem resisténcia as
cefalosporinas de espectro estendido (ESBL), foi ausente em todos os isolados
analisados, sugerindo uma menor prevaléncia desse mecanismo de resisténcia nos
isolados em circulagéo dentre os cées atendidos. Por outro lado, a alta frequéncia
dos genes sull e su2 reflete uma ampla resisténcia as sulfonamidas, antibioticos
frequentemente utilizados em infeccBes bacterianas humanas e animais (Vidal et
al., 2020; Razavi et al., 2017). A deteccdo de genes como aac(6')-Ib e aph(3')-la
alerta para resisténcia a aminoglicosideos, que sao antibidticos criticos no

tratamento de infeccbes graves (Liu et al., 2023, Zhang et al., 2019).

Um estudo realizado por Ishii et al. (2011) revelou uma alta resisténcia a
antibiéticos, incluindo sulfonamidas, em bactérias isoladas de caes, o que sugere
gue esses animais podem atuar como reservatorios de resisténcia. Além disso, a
pesquisa de Silva et al. (2014) indica que a multirresisténcia em estafilococos,
frequentemente encontrada em cédes, pode ser um fator de risco para a saude
humana, especialmente em ambientes onde ha contato proximo. A resisténcia a
antibiéticos, como a meticilina, € uma preocupagdo crescente, pois cepas
resistentes podem ser transmitidas entre caes e humanos, levando a infecges
dificeis de tratar (Sousa et al., 2021). Além disso, a pesquisa de Oliveira et al. (2012)
destaca que a presenca de microrganismos resistentes na pele e mucosas de caes
pode facilitar a transmissao de resisténcia para humanos, especialmente em casos
de ferimentos ou contato direto. A transferéncia de genes de resisténcia ocorre nao
apenas de animais para humanos, mas também na direcéo oposta, o que complica

ainda mais o cenario da resisténcia antimicrobiana (Sousa et al., 2021).
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Esses achados possuem ainda implicacfes significativas no contexto da
saude Unica, j& que bactérias resistentes provenientes de caes podem atuar como
reservatérios para genes de resisténcia que podem ser transferidos para outros
animais, seres humanos e o ambiente (Santaniello et al.,2020;). O contato proximo
entre cdes e humanos em ambientes domésticos, associado a eliminacédo de
bactérias resistentes no ambiente, potencializa a disseminacdo desses genes.
Especificamente, bactérias como Klebsiella variicola e Escherichia coli, que sé&o
patdgenos oportunistas, podem causar infeccées em humanos e outros animais,
agravando a crise da resisténcia antimicrobiana jA que ambas as espécies sao
frequentemente isoladas em infec¢Bes associadas a dispositivos médicos e em
ambientes hospitalares, onde a pressao seletiva do uso de antibiéticos favorece a

emergéncia de cepas resistentes (Morgado et al., 2022; Herdiyanti et al., 2019).

Os resultados obtidos no presente trabalho enfatizam a necessidade de uma
vigilancia continua e de estratégias integradas para o0 uso racional de
antimicrobianos em medicina veterinaria. Além disso, reforcam a importancia do
desenvolvimento de politicas de controle que considerem a interface animal-
humano-ambiente para mitigar os riscos associados a disseminacao de resisténcia
antimicrobiana. Enfatizam também a necessidade de maior atencédo ao papel dos
animais de companhia na disseminacao de resisténcia antimicrobiana. Estudos
futuros serdo necessarios a fim de investigar os fatores epidemiolégicos e
comportamentais que podem estar associados a presenca de bactérias do grupo
ESKAPE em cdaes, além de explorar o impacto do uso de antimicrobianos em

animais assintomaticos.
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6. Conclusao

Foram isoladas e identificadas bactérias pertencentes ao grupo ESKAPE
(Enterococcus faecium, Enterobacter Kobei, Enterobacter homaechei,

Pseudomonas aeruginosa).

O Enterococcus faecium, Enterobacter Kobei e Enterobacter homachei

apresentou resisténcia a.
As Pseudomonas aeruginosa ndo apresentaram resisténcia.

A identificacdo de genes de resisténcia prioritarios como blaNDM, blaKPC,
mcr-1 e mecA, em isolados bacterianos do trato respiratorio de caes destaca a

importancia desses animais como reservatério e vetores de resisténcia.

O estudo ressalta a importancia dos cdes em estudos da RAM pois revelou

gue caes assintomaticos podem ter bactérias que apresentam resisténcia.
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Apéndice 1

UNISA

Universidade Santo Amaro

COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
PARECER N.10/2023

Projeto de Pesquisa: “* Ocorréncia de Patégenos do complexo
infeccioso respiratério canino em cdes atendidos no Hovet-
Unisa”.

Pesquisadores Responsaveis: Prof. Bruno Alonso Miotto

Curso: Medicina Veterinaria- Mestrado Bem Estar Animal

Prezado Pesquisador:

Ao se proceder a andlise do processo em questdo, coube a seguinte
deliberagao:

O Comité de Etica em Pesquisa no Uso de Animais (CEUA-UNISA), seguindo as
diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisa envolvendo animais, conforme
a Lei federal n® 11.794 (Lei Arouca), as resolu¢des do CONCEA, que estabelecem
os procedimentos para o uso cientifico de animais no pais e a Lei Estadual n®
11.977/05 que institui o Cédigo de Protecdc aos Animais do Estado de Sao Paulo,
deliberando pela aprovacdo do Projeto “ Ocorréncia de Patdégenos do
complexo infeccioso respiratério canino em cdes atendidos no
hovet-Unisa “.

Séo Paulo, 30 de maio de 2023.

VRS

PROFA. DRA. VALERIA CASTILHO ONOFRIO
Coordenadora do Comité de Etica no Uso de Animais - CEUA

Coonissdo de Erica no Uso de Antmais' CEUA
Pro-Redtaria de Pis. Graduagio, Pesguisa e Extensao, Campus §, Rua Prof. Endas de Sigueira Neto, 340 - Jd. das Imbutas
CEP-{M829.300), S30 Paulo - SP, Fone: (11) 21418687
Email: ceuaPunisa be



Apéndice 2

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Estes esclarecimentos estdo sendo apresentados para solicitar sua participacio lvre e voluntaria no projeto “Ocorréncia
de patégenos do Complexo Infeccioso Respiratério Canino em caes atendidos no Hovet-UNISA", do Curso de
Medicina Veterinaria da Universidade de Santo Amaro - UNISA, que sera realizado pelo pesquisador Bruno Alonso Miotta.
A pesquisa pretende atualizar a prevaléncia dos principais agentes (virus e bactérias) do complexo doenga respiratoria
infecciosa canina em caes sintomaticos ou assintomaticos que frequentam hospitais ou clinicas veterindrias em diferentes
regices do Brasil. A pesquisa traz como beneficio conhecer 0s principais agentes (virus e bactérias) do complexo doenga
respiratoria infecciosa canina circudantes no Brasil pode ajudar a estabelecer melhores programas de tratamento e conltrole
para esta doenga. incluindo o desenvolvimento de vacinas mais adequadas a realidade brasileira. Além disso, o
conhecimento do agente etiologico pede determinar, em conjunto com a evolugao clinica, o tipo de tratamento para cada
animal {sintomatico X especifico),

0s riscos sao minimos, atribuidos somente as coletas no animal. Entretanto, os caes poderao se agitar ou apresentar
ansiedade/desconforto durante a colheita da amostra. No caso de necessidade de sedagao ou anestesia geral, ha risco
de reducao da pressae anerial e, em casos, extremamente raros, dbito relacionado aos anestésicos empregados. Caso
haja algum efeito adverso decorrente do procedimento de sedacao, os animais serdo mantidos na clinicafhospaal até a
pronta recuperacao. Somente ao final do estudo poderemos concluir o procedimento diagndstico, e caso quera ter acesso
aos resultados, favor entrar em contato com o responsavel pelo projeto para mais informacoes. Serao cohhidas duas
amosiras de secre¢des respiratérias (cavidade nasal ou orofaringe), mediante a introdugdo de um swab esiéri (“cotonete”)
nas narinas e outro na regiao profunda da garganta, Essas amostras serao conservadas em um meio adequado para
envio a um laboratonio onde sera fera a identificacao dos agentes (virus e bactérias). Para a colheRa das amostras, a
critério do medico-veteninanio responsavel, podera ser feita uma sedagao e ou anestesia geral do animal.

E garantido o acesso, em gualquer etapa do estudo, aos profissionais responsaveis pela pesquisa para esclarecimento
de eventuais dovidas ou informacoes sobre os resultados parciais das pesquisas, guando em estudos abertos, ou de
resultados que sejam do conhecimento dos pesquisadores. O pesquisador responsavel é o Prof. Bruno Alonso Miotto,
que pode ser encontrado no endereco Rua Prof. Enéas de Sigueira Neto 340 (Campus | UNISA) Telefone {11) 2141-8687.
Se vocé tiver alguma consideracao ou duvida sobre a ética da pesquisa, entre em contalo com o Comité de Etica em
Pesquisa (CEP-UNISA} — Rua Prof. Enéas de Sigueira Neto, 340, Jardim das imbulas, SP - Tel.: 2141-8687. £ garantida
sua [berdade da retirada de consentimento a qualquer momento e deixar de participar do estudo, sem qualguer prejuizo
& continuidade de qualquer beneficio que vocé tenha obtido junto & Instituicao, antes, durante ou apos o periodo deste
Comité de Etica em Pesquisa — Unisa.

As informacees obtidas pelos pesquisadores serdo analisadas em conjunto com as de outros participantes, nao sendo
divulgada a identificagao de nenhum deles. Nao ha despesas pessoais para o participante em qualquer fase do estudo,
incluindo exames e consultas. Também nao ha compensacao fmancesa relacionada & sua participagao. Se existir
qualquer despesa adicional, ela sera absorvida pelo orcamento da pesquisa. Em caso de danc pesscal, diretamente
relacionado aos procedimentos deste estudo {::sxo causal comprovado), a qualquer tempe, fica assequrado ao
participante o respeito a seus direitos legais, bem como procurar obter indenizagoes por danos eventuais. Uma via deste
Termo de Consentimento ficara em seu poder.

Sao Paulo, ___ [ ! (pesquisadores)

Se vocé concordar em participar desta pesquisa assine no espaco determinado abaixo e cologue seu nome e o no de seu
documento de identificagao.

Nome: (do participante):
Doc. Identificagao: .
Ass: .. S g et B B e

Nome: (do representante legal) e
Doc. Identificagao: .

Nivel de representagao: (genitor, tutor, curador, procurador.)
Nome do PartiCiPANe! .........c.ciriiicir i it iniasie s tssesssstassasansensansassass

Declaro (amos) que obtive (mos) de forma apropriada e voluntaria o Consentimento Livre e Esclarecido deste participante
(ou do representante legal deste participante) para a participacao neste estudo, conforme preconiza a Resolucao CNS
466, de 12 de dezembro de 2012, IV.3a 6.

Assinatura do pesquisador responsave! pelo estudo:
Data:
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