UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
LARISSA SILVEIRA BOTONI

Prevaléncia d&taphylococcus pseudintermedius
resistente a meticilina (MRSP) em cées com
piodermite superficial atendidos no
Hospital Veterinario da UFMG
entre marco e julho de 2013

BELO HORIZONTE
2013



LARISSA SILVEIRA BOTONI

Prevaléncia deStaphylococcus pseudintermeditesistente a meticilina
(MRSP) em cées com piodermite atendidos no Hospierinario da

UFMG entre marco e julho de 2013.

Dissertacdo apresentada ao Programa de
P6s Graduacao da Escola de Veterinaria da
Universidade Federal de Minas Gerais
como requisito parcial a obtencéo do titulo
de Mestre.

Area de Concentracdo: Medicina e
Cirurgias Veterinéarias

Orientadora: Prof. Dra. Fabiola de Oliveira
Paes Leme

BELO HORIZONTE
ESCOLA DE VETERINARIA DA UFMG
2013



Botoni, Larissa Silveira, 1986-

B745p Prevaléncia de Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP) em
cdes com piodermite atendidos no Hospital Veterinario da UFMG entre margo e julho de
2013 / Larissa Silveira Botoni. — 2013.

52 p.:il
Orientadora: Fabiola de Oliveira Paes Leme

Dissertacdo (mestrado) — Universidade Federal de Minas Gerais, Escola de Veterindria.
Inclui bibliografia

1. Cao — Doencas — Teses. 2. Pele — Doencas — Teses. 3. Agentes antibacterianos —
Teses. 4. Infecgdes estafilocdcicas — Teses. |. Leme, Fabiola de Oliveira Paes.

II. Universidade Federal de Minas Gerais. Escola de Veterinaria. lll. Titulo.

CDD —-636.708 965




ASSINATURA DA BANCA



Ao Mateus, meu maior e melhor companheiro.
A minha familia, que da sentido a tudo.

Aos animais, fonte de inspiracao.



AGRADECIMENTOS

A Deus por ter guiado o caminho e me segurado rmosantos dificeis.

Ao Mateus, companheiro de vida, por acreditar negsrsonhos e contribuir para que
eles se realizem. Obrigada por entender os momeiificgis. A minha familia por
darem sentido ao dia a dia e me apoiarem semptedas as horas.

A Tia, por ter guiado meus passos e me acomparsedpre com amizade e sabedoria.
Serei eternamente grata.

A Fabiola por ter me acolhido e orientado brilhemgate estes dois anos, contribuiu
muito para 0 meu crescimento.

Aos Professores colaboradores Marcos Bryan, Framtisbato e Andrey Lage, muito
obrigada pelo apoio essencial na parte microbio&gi

Ao Professor Carlos Eduardo Larsson por se dispiaibpara avaliar e contribuir com
0 nosso trabalho.

Aos alunos e funcionarios do Departamento de Ptimagrem especial Rodrigo Otavio,
Fernanda Morcatti e Gustavo Pawlowsky, sem vodéstehalho ndo chegaria ao fim.
Ao aluno de iniciacdo cientifica Lucas Braga peloedente trabalho.

Aos Professores Lissandro da Conceicao e a colieggm Bourguignon por cederem as
amostras teste.

A Carolina Scherer pela ajuda e parceria fundarhenta

A todos os amigos, obrigada por fazerem parte adoawida e entenderem a auséncia
necessaria.

A todos os colegas do HV-UFMG.

A CAPES e CNPq.

A todos os animais envolvidos no experimento e raess queridos caes pelo amor

incondicional.



SUMARIO

1 INTRODUGAO. ......coitiiiee et eteae et emem ettt ettt ese et e e et e e et e s eteaaesstessetessatensetesesesarennas 13
2 REVISAO DE LITERATURA . .....cot ottt eteetecemee ettt e ettt eeeaeste e enseneeseaaeneens 14
P2 A [ g1 (0T (U 0% Lo J PP PP P PP PP PP PPPPPPPPP 14
2.2 MiCrobiota CUTANEEA 0B CAES........... e e e e e e et et et e e e e aaa bbb b et e e e ees s s s s aeebbb b bbb e eeeeeeeees 14
2.3 Piodermite bacteriana SUPEIfICIAL.....cceeuue iiiieiiiiiiiiiii e eeeeeeeees 17
2.4Staphylococcus PSEUdINtEIMETIUS. .......uuuuuieeee e eeeeeeee et e e e e e e e e e e e eeeeeeeaeeeeeeeeeerennne 18
2.5Staphylococcus pseudintermedResistente a Meticilina (MRSP)............oooviiiicciieeeeeenen. 20
2.5.1 Definica0 € epidemiolOgia........cceuuririiiiiie e srreeer e e e e e e e e e e e e e e aaer e 20
2.5.2 1dentificaGa0 & IMRSP........u e e e e e e 23
2.5.3 Distribuicdo mundial de MRSP......cccoi oo 23
2.5.4 Tratamento de piodermite POr MRSP .. v i 24

3 OBJETIVOS E HIPOTESES.......cottiiiiiiiie ettt a e e e e e s 25
TN I o 11 010 (TS TSRS 25
3.2 ODJELIVOS GBIAIS. ... i eeeeieiiiiiieeiitiaat e s s e e e e e e e e e aeeeeeeeeeaseaessaa s rraaass s s aeeaeaeaaaeaeeeeessnnnnsnnnnns 25
3.3 ObjetiVOS ESPECITICOS. . .cii i it ee e e e et a e e e e e e e as 25
4 MATERIAIS E METODOS.......ooiiieeeeteetememseeteeteeeee e eteeteetesa e saesaestesetensessstestessessaneeseanens 26
N Y 0113 0 = 1 TR 26
4.2 Coleta de material, processamento de amastraaliacao fenotipica.........cccceeevveesicccemeee. 26
4.2.1 Isolamento DACIErANO. ..... ..o 26
4.2.2 Avaliagao fenotipica e identificac@Sd pseudintermedius............ccooevveiiiiiiiiiiininnnee. 27

v G I Y o1 1] o] [0 | =10 1 F- VOO UUPPPPPPTTUPRPPPPRTR 29
VRN VZ= [ = Vox= To R (=1 (0] £ o (o= USSR 30
4.4, 1 EXIraGE0 08 DINA. .. .ottt e e e 30

v o [o [T o1 (] o= o= To o (o e 1= o =T o AN 31
4.4.3 ldentificacdo genotipica 8epseudintermedius.............ooooiiiiiiiiiiiiiiiieecee e e e 31

4.4 ANAIISE ESTALISTICA. .. eeeiiiiieeie ettt e e e e et e e e e e e e e e e e e e e s e e an e 32
5 RESULTADOS E DISCUSSAOQ........cocuiuiuiiiammmneeeeieeeieieteseestsesesessstesese s sssssss s s ssssesesenens 32
5.1 Caracteristicas gerais do grup0 amOStral.............coviiiiiiiiiiiiiiiis e e erereee e e e e e e e e e 32
5.2 Identificacdo fenotipica e genotipica dasstmas coletadas..........ccccoeeeveeeeiiiiiiiiiecee s 35
5.2.1 Prevaléncia de SIG nos isolados ad@digoor provas bioquimicas............ccccceeeeeeeennnns 35
5.2.2 Identificacdo genotipica 8epseudintermedius..........ccccuvvviiiiiiiiiiiiiiiieeee e 37
5.2.3 Correlacfes entre isolamento bioquireiadentificacdo genotipica................ccceeeen..... 38

5.3 ANLIDIOGIAIMAL ...ttt e e e e e e e e e e eeeearraanna 38
5.4 1dentificaCao dO QEMBECA.........oouiiiiiiiee et e e e e e e e e eeeaeees 41
5.5 Correlagdes entre antibiograma, identificadiigenanecAe antibioticoterapia prévia.......... 42
6 CONSIDERACOES FINAIS......coioieieeeeteeeeeeeieeeeteee e a et te st et eeeeaens e esesteseeeseneene e 43
7 CONCLUSOES. ..ottt eeeeee ettt snenss e nenenenene e s e A4
8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....c.coitiiiiememeeieieeienenesisisieieseeseseseseeseesseasasassssesessnssnes 45
LS T N | 1 PP 50



LISTA DE FIGURAS E GRAFICOS:

Figura 1: Exame citologico de lesdo em colarinhdémico de animal com piodermite superficial. ...27

Figura 2: Isolamento primario €m Agar SANQUE...........eoeeeeeeeiieeeeeciiirteie e eeees e s e s s esneserrreraeeeeeeees 27
Figura 3: Isolamento secundario de amostras seledas em agar Mueller Hinton................ccceeee.... 28
Figura 4: Provas DIOQUIMMICAS............ii ettt e e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e aaaaeeaaaeessaaaannnnnes 30

FIQUIA 5: TESIE (A UINBASE......uuuuueii oo ettt s e e e e e e e e e e eeeeeeeeeseeanaeeeeessssssssnn i aaaaaeeeaaaaeeeeennsnnnnes 32



LISTA DE GRAFICOS:

Gréfico 1: Distribuicdo de machos e fémeas no gamostral (N=43)........ccooooviiiiiiiiiiiereree e 34
Grafico 2: Distribuicdo da idade em anos dos paegeselecionados (N=43)......cceeeiieeeieeceeeereeeeeeennn, 34
Grafico 3: Distribuicdo racial N0 grupo amosStra43)..........coevvviiiiiiiiiiii e eereee e 36
Gréfico 4: Utilizacdo prévia de antimicrobianosdmta em qUESLIONArIO............coeveiiivvierreeeeneeeeeeens 36
Grafico 5: Prevaléncia de SIG por provas bioqUaIEI=86).........cccceeeeeriiiiiiieiiiiiiceeeee e 39

Gréfico 6: Prevaléncia de SIG por PCR (NZ68).....u.iiiiiiiiiiiieieeeieeeeeeeeeciieeeeee e e 41



LISTA DE QUADROS:

Quadro 1: Diferenciacao fenotipica de cocos GraBit0..............ccevvvveereeerereennnnnemmmaes 28
Quadro 2: Diferenciacdo entre SIG e outros estaidos isolados em cées ...................... 31.
Quadro 3: Perfil de susceptibilidade a drogas aotohianas..............ccceeeeeevvveeviviivvcenenns 39

Quadro 4: Padréo para interpretacdo de diametnalde formados em antibiograma com

discos impregnados de antimiCrobIiAN0S. .....cccccccvieiieeeeeeeeeeeeeee e e e e 40



LISTA DE TABELAS:

Tabela 1: Correlacao entre identificacdo fenotigiggenotipica e entre espécie identificada
POr PCR NA NAINA € NA I@SE0......uuuuiiiieeeeeeie et ae e as 38

Tabela 2: Correlacdes entre antibiograma, ideatiio de gene mecA e antibioticoterapia
1137 = U 43



RESUMO

O Staphylococcus pseudintermed@ia bactéria mais comumente isolada de cées e esta
frequentemente associada a piodermites e otiteesi@simais. Atualmente, tem sido
descrito o Staphylococcus pseudintermeditesistente a meticilina (MRSP). Estes
microorganismos séo portadores do geeeA responsavel pela transcricdo da proteina
PBP2a que reduz a susceptibilidade dessas bactaridedos o0s antibidticos
betalactamicos. O objetivo deste estudo foi avaligrevaléncia de MRSP em caes com
piodermite superficial atendidos no Hospital Vetario da UFMG. Foram selecionados
para o estudo 43 cdes com piodermite superficadndisticados por exame fisico e
dermatolégico entre marco e julho de 2013. Dos aisirselecionados, 75% tinham
histérico de antibioticoterapia prévia. Foram cadiets amostras em haste de algodao
estéril de secrecao de lesdes de pele e narintadides amostras foram cultivadas em
agar sangue de carneiro e, posteriormente, avalfadatipicamente e genotipicamente.
Na identificacao fenotipica, 88% dos isolados fodassificados como bactéria do SIG
(Staphylococcus pseudintermediu&roup) Na identificacdo genotipica para
classificacdo com&taphylococcus pseudintermedieste niamero cresceu para 91%,
demonstrando correlacdo significativa com o redaltda identificacdo bioquimica.
Observou-se correlacdo significativa entre a espiélantificada nas lesbes de pele e
narinas. No antibiograma a prevaléncia de resigtéioc de 7% a amicacina, 23% a
amoxacilina + clavulanato, 24% a cefalexina, 18% @&oranfenicol, 38% a
enrofloxacina, 40% a estreptomicina, 30% a gentamic34% a oxacilina, 77% a
penicilina, 6% a polimixina B, 62% a tetraciclin@ %6 a sulfa + trimetoprim. Trinta e
cinco porcento das amostras apresentava o ges®A, demonstrando correlacao
significativa com a frequéncia de resisténcia aciixa. Observou-se também
correlacéao significativa entre a prevalénciantecAnas narinas e lesdes de pele. Nao
houve correlacdo entre a antibioticoterapia prévia frequéncia de gemaecAnas
amostras. Desta forma, conclui-se queSo pseudintermediug a bactéria mais
prevalente em piodermite canina e o gemrAesta significativamente presente nas
lesGes e narinas dos animais testados.

Palavras-chave: doencas de céo, doenca de pele, infeccbes esbafias,

antibacterianos, oxacilinepecASIG, MRSP.



ABSTRACT

Staphylococcus pseudintermedisishe most commonly isolated bacteria in dogsiand
often associated with pyoderma and otitis in tregmals. In the past years, methicillin
resistant Staphylococcus pseudintermediu§MRSP) was described. These
microorganisms have in there genome riiecAgene, responsible for the transcription
of the PBP2a protein that reduces the suscepyibilit these bacteria to all beta -
lactamic antibiotics. The aim of this study waset@luate the frequency of MRSP in
dogs with superficial pyoderma presented at theeMedry Hospital of UFMG. Forty-
three dogs with superficial pyoderma were seletaedhe study diagnosed by physical
and dermatological examination from march to Jdil@13. From the selected animals,
75% had a history of prior antibiotic therapy. ®amples were collected in sterile swab
secretion of skin lesions and right nostril and evetreaked on sheep blood agar and
subsequently evaluated phenotypically and genadjlgic At the phenotypic
identification, 88 % of the isolates were classifias SIG $taphylococcus
pseudintermediusGroup). At the genotypic identification for classation as
Staphylococcus pseudintermeditisis number grows to 91 %, showing a significant
correlation with the result of biochemical iderddtion. A significant correlation
between the species identified in skin lesions aadtrils. In the antibiogram,
prevalence of resistance was amikacin 7% to 23%xenifim + clavulanate , 24%
cephalexin , chloramphenicol 18% , 38% enrofloxat®o streptomycin , gentamicin
30% , 34% oxacillin, 77% penicillin , polymyxin B¥6 , 62% and 77% tetracycline
trimethoprim sulfa . Thirty-five percent of the sples had themecA gene,
demonstrating a significant correlation with theyalence of oxacillin resistance. We
also observed a significant correlation betweerfrégnguency ofmecAin the lesions and
nostrils. There was no correlation between preventgiotic therapy and frequency of
mecAgene in samples. In conclusidh, pseudintermedius the most common bacteria
in canine pyoderma and tihheecAgene is present in significant frequency in tleoes
and nostrils of the tested animals.

Key words: dog diseases, skin disease, staphylococcal infessaatibiotics, oxacillin,
mecASIG, MRSP.



1 INTRODUGCAO

A dermatologia representa cerca de
40%

veterinaria.

da casuistica total da clinica

Dentre este casos
dermatoldgicos, se destaca a piodermite
superficial, que é a dermatopatia mais
frequente (Hill et al., 2006; Miller et al.,
2013). As piodermites sdo, em sua
maioria, secundarias a causas primarias
tais como alergias, distarbios de
queratinizagdo e  endocrinopatias.
Devido ao seu carater secundario a
doencas crobnicas, existe forte tendéncia
a recorréncia, o que requer varios ciclos
de terapia antimicrobiana de longa
duracdo, que é a base do tratamento
destas afeccdes. As drogas de escolha
para piodermites bacterianas sao os
antibidticos betalactamicos. O agente
etiolégico mais comum da piodermite &
o Staphylococcus pseudintermedius.

(Hnilica, 2012; Miller et al, 2013).

Desde a década de 80,
o S.

resistente a

tem sido
descrito pseudintermedius
(MRSP),

semelhante ao que ocorre comSo

meticilina

aureusresistente a meticilina (MRSA),

patdgeno muito relevante na Medicina,
sobretudo em infec¢cOes hospitalares
MRSP Medicina

graves. em

13

Veterindria tem se tornado relevante
devido a sua frequéncia crescente nas
piodermite  bacterianas recorrentes,
dificultando ainda mais o tratamento. A
ligacdo das drogas betalactamicas a
parede celular da bactéria se da através
da proteina PBP. Quando a bactéria é
portadora do genenecA este faz a
transcricdo de PBP2a, que nédo se liga
aos betalactamicos, gerando resisténcia
a todas as drogas da classe (Maranan,
1997; Andrade, 2002; Bannoehr e

Guardabassi, 2012; Miller et al., 2013).

A frequéncia de resisténcia a meticilina
em caes tem crescido significativamente
ao longo das décadas. Desta forma, é
essencial que os clinicos se
conscientizem da importancia do uso
responsavel de drogas antimicrobianas
no que tange a escolha correta do
medicamento, dose ideal e tempo de
disso, e

tratamento. Além

imprescindivel que se acrescente a
de

antibiograma, sobretudo nos casos de

rotina clinica a realizacdo
recorréncia de infec¢cdes ou tratamento
ineficientes (Weese e Van Duijkeren,
2010; Beck et al, 2012, Miller et al

2013).



2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Introdugéo

Os casos dermatolégicos sdo muito
prevalentes na clinica de pequenos
animais (Hill et al., 2006; Miller et al.,

2013). Estima-se que 30 a 40% de todos
0s animais examinados na rotina clinica
veterinaria apresentem dermatopatias
como queixa principal ou como doenca
secundaria (lhrke, 1996; Miller et al.,

2013) Em pesquisa realizada em 2001
nos Estados Unidos, notou-se que, em
17 hospitais veterinarios ligados a
instituicbes de ensino, as doencas
dermatolégicas mais frequentes, em
ordem decrescente foram: dermatite

alérgica a picada de ectoparasitas

(DAPE), piodermite bacteriana,
seborreia, dermatites alérgicas,
demodiciose, escabiose, dermatoses

2.2 Microbiota cutanea de caes

A microbiota cutanea pode ser dividida
Os

microrganismos residentes sao aqueles

em residente e transitéria.
que sao adquiridos da mée no periodo
neonatal, persistem por toda a vida do
animal e sdo capazes de proliferar na

pele integra. As bactérias residentes
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imunomediadas, dermatoses enddcrinas
e dermatite acral por lambedura (Miller

et al., 2013).

A pele dos animais é responsavel pela
formagcdo de uma barreira protetora
fundamental a vida e possui diversos
mecanismos, dentre eles componentes
fisicos, quimicos e microbiolégicos. Os

pelos formam a linha de defesa fisica
contra a entrada de patdégenos, mas
também s&o capazes de alberga-los.
Logo abaixo deles, esta a camada
cérnea da epiderme que é composta por
gueratinécitos e uma emulsdo de

secrecdo sebacea, além de acidos
graxos, gue juntos formam uma efetiva
barreira fisica e quimica contra
possiveis agentes invasores (Miller et
al., 2013).

mais comumente encontradas
colonizando a superficie da pele de cées
sao:

Staphylococcus  epidermidis,

Staphylococcus xylosus, Streptococcus

Spp, Spp,
Propionibacterium acnes,

Clostridium

Acinetobacter spp.dentre outras. Os



pelos e foliculos pilosos aparentemente
apresentam sua prOpria microbiota
residente, sendo composta em sua
maioria porBacillus spp, Micrococcus
spp, Staphylococcus pseudintermedius
bactérias  Gram

outras negativas

aerdbias. Microrganismos transitorios
podem ser isolados de pele saudavel,

mas ndo tém importancia clinica a néo

ser que estejam envolvidos em
processos  patolégicos. Os mais
comumente isolados sadescherichia
coli, Proteus mirabilis,

Corynebacterium spge Pseudomonas
spp(Harvey e Lloyd, 1995; Miller et al.,
2013).

residentes

As bactérias da

contribuem muito para defesa, estando

pele

as bactérias localizadas na epiderme
superficial e infundibulo dos foliculos

pilosos. Esses microorganismos vivem
em simbiose provavelmente trocando
fatores de crescimento e sdo adquiridos
da mae no periodo neonatal. Esta
relagéo intima entre o microrganismo e
0 hospedeiro permite

gque essas

bactérias ocupem nichos

microbiolégicos e  impecam a
colonizag&o de outros patogenos (Miller

et al., 2013).

debatia-se se 8.
da

No passado,

pseudintermedius fazia parte

15

microbiota residente ou transitéria.
Atualmente, sabe-se que um mesmo
animal pode albergar em seu corpo
distintas cepas diferentes da bactéria,
algumas dominantes que persistem por
toda a vida e outras transitoriamente
presentes. O numero de microrganismos
pode variar de acordo com a localizacao
no corpo, sendo as areas mais Umidas
(mento, interdigitos, abdémen e axilas)
as mais intensamente colonizadas. Em
processos patologicos, as espécies de
bactérias encontradas e seu numero
pode variar. Em pacientes com
determinadas dermatopatias, tais como
alergias e seborreia, o numero de
bactérias aumenta, ndo s6 no local da
lesdo, como na pele como um todo
(Harvey e Lloyd, 1995; Saijonmaa-
Koulumies e Lloyd, 1996; Miller et al.,
2013;).

O Staphylococcus pseudintermedius
pode ser frequentemente isolado de
narinas, orofaringe, regido perianal e
axilas tanto de animais saudaveis como
daqueles com piodermite. Sendo estes
locais classificados como reservatorios
da bactéria, que pode servir como fonte
para uma proxima infecgdo. Contudo, o
estado geral do animal deve ser
determinado antes de se avaliar a
colonizacdo pela bactéria. Observa-se

assim que individuos atépicos sdo mais



colonizacéo nas éareas de reservatorio do
microrganismo quando comparados a
animais saudaveis (Bannoehr e
Guardabassi, 2012; Beck et al., 2012;
2013). Apesar de as

caracteristicas de colonizagdo pSt

Miller et al.,

pseudintermediusem cdes nao ser

completamente definidas ainda, alguns
estudos sugerem que mais da metade
dos animais sejam portadores perenes
do

reservatorios, mas o estado de portador

microorganismo  nos locais
intermitente ou mesmo de nao portador
também pode existir (Wertheim et al.,

2005; Bannoehr e Guardabassi, 2012).

Sempre se especulou 0s motivos pelos
qguais apenas um pequeno numero do
vasto grupo de bactérias ambientais é
capaz de colonizar ou infectar a pele de
animais. Atualmente, concluiu-se que a

capacidade de se aderir ao tegumento do
hospedeiro € um pré-requisito para que
isso aconteca. A adesdo € uma via de
mao dupla entre as células epidérmicas
e as bactérias, que possuem moléculas
especificas que se ligam em receptores
também especificos do hospedeiro.

fatores aumentam a
do

tegumento sdo: temperatura elevada,

Alguns que

aderéncia microrganismo  no
aumento do tempo de contato, maior
concentracdo de bactéria e presenca de

certos processos patologicos. Cepas de
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S. pseudintermediusde caes com
piodermite tém demonstrado maior
capacidade de adesdo aos corneocitos.
Por outro lado, cornedcitos de caes
atopicos tém uma ligacdo mais forte ao
S. pseudintermediuaumentando assim
a probabilidade de ocorréncia da
infeccdo (Harvey e Noble, 1994; Miller

et al., 2013).

E importante frisar a diferenca entre os

termos colonizacdo e infeccéo
Presenca de microrganismos isolados do
interior de pustulas ou papulas intactas é
indicativo de infeccéo, principalmente
de

inflamatérias em pleno processo de

se houver presenca células
fagocitose. Colonizagédo significa que

um patébgeno em potencial esta
habitando o organismo do hospedeiro,
mas ainda ndo estq causando nenhuma
reacdo, mormente quando inexistem

células inflamatorias em atividade

fagocitaria. O desafio em se avaliar os
resultados de uma cultura de amostras
obtidas de piodermite canina esta em
distinguir colonizagdo de infeccéo.

Nestes casos, exames citolégicos diretos
de exsudatos das lesdes podem ser mais
informativos que culturas, pois a

presenca de neutrofilos degenerados e
bactérias fagocitadas sdo evidéncias de
infeccdo e significam

hospedeiro (Miller et al., 2013).

resposta do



2.3 Piodermite bacteriana superficial

A piodermite bacteriana superficial &
uma das dermatopatias mais frequentes
em céaes e trata-se de uma infeccao dos
foliculos pilosos e epiderme adjacente
que €&, na grande maioria das vezes,
secundaria a causas de base tais como

alergias e endocrinopatias. As lesdes

tegumentares mais comuns  Sao:
papulas, pustulas, colarinhos
epidérmicos,  crostas  melicéricas,
eritema, alopecia circular e

hiperpigmentacdo. Quando comparado

com humanos e outros animais

domésticos, a piodermite é muito mais
comum em caes. As razbes para essa
maior susceptibilidade desses animais
nao sao ainda claramente esclarecidas,
mas provavelmente inclui fatores
fisiologicos e anatdmicos. O estrato
corneo de caes, camada mais superficial
da epiderme responsavel pela barreira
epidérmica, € mais fina que a de outras
espécies, possui escassez de lipidios
extracelulares e o pH é mais alto

(Gortel, 2013; Miller et al., 2013).

O Staptyococcus pseudintermedius
apontado como o principal agente
etiologico de piodermite em céaes.
Contudo, este microrganismo, por ser

um residente do tegumento do animal,
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nao causa infeccdo em pele integra.
Assim, quase sempre, qualquer infec¢ao
cutanea deve ser considerada como
enfermidade secundaria de doenca
primaria dermatoldgica, metabdlica ou
imunolégica. As causas de base mais
comuns de piodermite s&o: alergias,
disqueratinizacgéao,
hiperadrenocorticismo e
hipotireoidismo (Hinilica, 2012; Gortel
2013; Miller et al., 2013).

Outra forma da enfermidade tegumentar

7z

descrita € a piodermite recorrente

idiopética, conhecida por ser
caracteristicamente primaria, ou seja, ha
auséncia de evidéncias de doenca de

base. Sua ocorréncia é mais rara em

comparagdo com a  piodermite

secundaria. Observa-se tendéncia a
repeticdo, sendo necessarios varios
cursos de antibioticoterapia e até terapia
constante para controle das infecgdes.
As caracteristicas mais comuns de
piodermite primaria recorrente S&ao:
desaparecimento completo das lesbes
tegumentares apOs antibioticoterapia,
sem doenca residual e recidiva em um
periodo entre quatro semanas a seis
meses apdés a interrupcdo da terapia

(Hnilica, 2012; Miller et al., 2013).



Entretanto, a existéncia real desta

enfermidade é discutida. Os autores

qguestionam se na verdade, decorreria de
alguma causa primaria ainda né&o

estabelecida ou de infeccdo secundaria a
injuria transitorio a pele (Hnilica, 2012;

Miller et al., 2013).

A conduta mais indicado para a terapia

das piodermites superficiais é a
identificacdo e controle da causa de
base. O uso de antimicrobianos por, no
minimo, trés a quatro semanas com
mantenca por duas a trés semanas apos
a resolucdo do quadro € preconizado.
Além disso, banhos intervalados, de
dois a sete dias

com xampu

2.4 Staphylococcus pseudintermedius
O géneroStaphylococcusompreende

de

oportunistas de relevancia variavel na

uma variedade patdgenos

medicina veterinaria e as espécies mais

importantes sdo o Staphylococcus

aureus e Staphylococcus
pseudintermedius,que outrora eram
classificado como Staphylococcus
intermedius (Devriese et al., 2005,

Kwon et al., 2006).

O Staphylococcus pseudintermedids
oportunista que habita a pele, os tratos
e as mucosas de

nasal, intestinal
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by

antibacteriano a base de substancias

com potencial antisséptico como
clorexidine ou peroxido de banzoila,
Os

antibioticos de escolha sdo a cefalexina

também sdo recomendados.
ou outras cefalosporinas, a amoxicilina
com acido clavulanico, mas outros
podem ser selecionados com base no
antibiograma. Entretanto, é fundamental
gue a causa primaria seja determinada e
adequadamente corrigida afim de se
evitar resisténcia bacteriana por uso
prolongado de antimicrobianos. Quando
a essa € observada, o tratamento torna-
se um grande desafio para o clinico

(Hnilica, 2012; Miller, 2013).

bY

animais higidos. Pertence a Familia
Micrococcaceae tem sido apontado
como o principal agente causador de
piodermite e otite externa em céaes
(Ihrke, 1987; Harvey e Lloyd, 1994;
Miller et al., 2013). S&o cocos Gram
positivos e agrupam-se na forma de
cachos de uva. Suas colbnias sdo de

tamanho meédio, coloracéo
esbranquicada e opacaenstitui cerca

de 90% dos estafilococos isolados de
cdes saudaveis ou com piodermite.

(Bannoehr e Guardabassi, 2012).



Até o ano de 1976 Staphylococcus

aureus e Staphylococcus hyicusram

consideradas as bactérias patogénicas
isoladas de cades. Naquele ano foi
identificado o] Staphylococcus
intermedius, espécie formada dos
biotipos E e F d&. aureuscomumente
associados com infeccbes em caes,

raposas e pombos (Hajek, 1976).

Em 2005, Devriese et al. perceberam,
de

rotina que quatro

durante a realizacéo exames
moleculares de
caracteristicas

amostras com

eletroforéticas semelhantes se
destacavam dos demais isolados. Estas
amostras eram oriundas de caninos,
felinos, equinos e um psitacideo. Os
isolados foram avaliados
molecularmente por 16S rRNA. Depois
deste processo, realizou-se 0
sequenciamento das amostras diferentes
e formacdo de um dendrograma para
tipificacdo destes isolados. O resultado
foi a obtencdo de trés espécies
diferentes, oS. intermedius, S. delphini
e 0 recém descoberto S.

pseudintermedius,que no conjunto
de SIG

(Staphylococcus intermedi@roup) O

foram chamados
S. pseudintermediugoi denominado
desta forma pela sua semelhanca
fenotipica com 0S. intermedius,por

iISso acrescentaram o prefiyuseudes,
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que quer dizer *“falso” em Latim
(Devriese et al., 2005%5. delphinitem
sido associado a infeccbes cutaneas
de Jas.

intermediusé encontrado em isolados

purulentas golfinhos.
de pombos. OS. pseudintermediuge
ndo o S. intermedius,é o0 agente
etiologico de piodermites em caes
(Devriese et al.,, 2005 Bannoehr e

Guardabassi, 2012; Miller et al., 2013).

Os membros do grupo SIG ndo podem

ser diferenciados por testes

bioquimicos, pois ndo apresentam
diferencas claras entre si. Sendo assim,
a diferenciacdo deve ser feita por testes
(Sasaki 2007).

Entretanto, desde a reclassificacdo, tem

genotipicos et al,
sido proposto que todos os isolados
de

classificados com&. pseudintermedius

cutaneos cdes devem ser
se nédo for possivel a realizagdo de PCR
para a identificacdo molecular (Devriese
et al., 2009; Bannoehr e Guardabassi,
2012).
Posteriormente &  reclassificacao,
meétodos de PCR foram surgindo para a
diferenciacdo genotipica dos membros
do SIG. Entretanto, nenhum se mostrara
muito confiavel até que Bannoehr et al.
(2009), de
polimorfismo e tamanho do fragmento

de restricdo (PCR-RFLP) utilizando a

descreveram o0 teste



enzima de restricadoMbol, o que
permitiu diferenciar os membros do
SIG. Posteriormente, Sasaki et al.
(2010) desenvolveram um meétodo de
PCR-MULTIPLEX para diferenciar
Staphylococcus coagulase  positiva
baseados nos genamuc e hsp60e
concluiram que este método comparado
ao de Bannoehr et al. (2009) era mais

simples, rapido e especifico.

Os

microrganismos n&o formadores de

estafilococos estdo entre o0s

esporos mais resistentes. Eles resistem a

desidratacao, sao relativamente

termorresistentes e toleram melhor os
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medicamentos antissépticos que outras
O

pseudintermediustem sido descrito

bactérias. Staphylococcus
como produtor de varios tipos de

toxinas, tais como enterotoxinas,

toxinas  esfoliativas, leucotoxinas,
Proteina A e hemolisinas. Tais toxinas
aumentam a viruléncia do patdégeno no
hospedeiro e a adesdo da bactéria ao
queratinécito. Além disso, € importante
ressaltar a acao destas toxinas na forma
de superantigenos capazes de provocar
de
hipersensibilidade no anim@Wanders,
1998, Hendricks et al., 2002; Miller et

al., 2013).

uma resposta imune

2.5 Staphylococcus pseudintermedRssistente a Meticilina (MRSP)

2.5.1 Definicédo e epidemiologia

A resisténcia a antimicrobianos ocorre

devido a mutacBes espontaneas a
recombinacdo de genes nas bactérias
durante seu processo evolutivo. Este
processo decorre de selecdo natural de
cepas mais resistentes aos antibidticos
mais usados, tornando os individuos
mais aptos a sobreviver no meio. O

surgimento da resisténcia pode ocorrer
no microorganismo pela mutacdo

espontanea ou pela incorporacdo do
gene de resisténcia de outras bactérias,
através de plasmideos e transferéncia de

material genético (Andrade, 2002).

Ha alguns anos,Staphylococcus sp.

eram considerados microrganismos
sensiveis a drogas betalactamicas.
Entretanto, tem sido crescente a

descricdo de cepas resistentes a estas

drogas. Weese e Van
Duijkeren (2010) e Beck et al.(2012) e

notoria a capacidade dos estafilococos

Segundo

em se tornar resistentes as drogas

antimicrobianas.

Historicamente, os estafilococos que
apresentam essa resisténcia a drogas
betalactamicas sdo denominados como
resistentes”,

“meticilina pois a

meticilina era o antibiético de escolha



para ser utilizada em antibiogramas. O

termo “oxacilina-resistente” € o mais

indicado, ja que o0s testes que
incorporam a oxacilina tém maior
probabilidade de detectar a resisténcia
do que os de meticilina ou naficilina,
entretanto, o termo “meticilina-
resistente” permanece em uso por ja ser
(NCCLS, 2003). A

resisténcia a meticilina é conferida pelo

consagrado

gene mecA presente no elemento
genético moével chamad8CCmecdos
estafilococos. Este elemento é composto
por dois componentes genéticos
essenciais, @cr e o mec O complexo
génico ccr codifica recombinases
responsaveis pela insercdo e excisdo do
SCCme@o cromossomo hospedeiro, ou
seja, promove sua mobilidade. O
complexomecé composto pelos genes
IS431 mec, mecA genes regulatérios
intactos ou truncados, chamados de
mecR& mecl (Zhang et al, 2005). O
gene mecA codifica uma proteina de
ligacdo a penicilina alterada, chamada
PBP2a que reduz a afinidade da bactéria
a todos os antibidticos betalactamicos,
como as as penicilinas, cefalosporinas e
carbapenémicos (Zhang et al, 2005;
Kwon et al, 2006; Weese e Van

Duijkeren, 2010).

O Staphylococcus aureusesistente a

meticilina (MRSA) tem sido descrito na

21

medicina desde a década de 60, com
aumento significativo do numero de
casos, devido ao uso empirico de
antibioticos, tornando-se assim objeto
de de

pesquisadores. Em humanos, 8.

preocupagéao clinicos e
aureus € uma bactéria residente de
mucosas e pele e é reconhecido como o
principal agente causador de infeccéo
cutanea, feridas cirurgicas e infeccdes
nosocomiais desde o seéculo passado
(Musher e Mackenzie, 1977; Maranan,
et al.,, 1997). Em clinica veterinaria de
pequenos animais, os MR3$&m menor
relevancia, mas podem, também, causar
infeccbes cutaneas, do trato urinario e
Dados de

tipificacdo das cepas dessas bactérias

em feridas cirdrgicas.
ddo suporte a hipétese de que o
surgimento de MRSA em animais de

estimacao se deva ao seu contato intimo
com 0S Seus proprietarios, ja que existe
grande semelhanca entre as cepas
animais e humanas. Tem-se observado
gue cdes e gatos nao se mantém
colonizados por MRSA, desta forma, os

caracterizados,

microrganismos  sao

nesta espécie, como de microbiota
transitoria, ndo se fazendo necessaria a
descolonizacao destes animais (Weese e

Van Duijkeren, 2010).

Desde a década de 80, tem sido descrito

também o S. pseudintermedius



resistente a meticiina (MRSP) na
medicina veterindria. Esta resisténcia
também é conferida pelo gemeecA

assim como noS. aureus. Estes
microrganismos apresentam grande

relevancia na clinica médica de

pequenos animais por se tratarem de
bactérias residentes da pele de caes e
responsaveis por infec¢cdes oportunistas.
A betalactamicos

resisténcia aos

dificulta o tratamento de animais
acometidos, pois estas drogas sé&o
aguelas de escolha em tais casos (Weese
e Van Duijkeren, 2010; Beck et al 2012;

Miller et al. 2013).

Diferentemente do que acontece com
MRSA em humanos, a colonizacao

destes pacientes animais por MRSP é
incomum, mas tem sido descrita na
literatura (Van Hoovels et al., 2006;

Sasaki et al., 2007; Stegmann et al.,
2010; Weese e Van Duijkeren, 2010).
Frank et al. (2009) demonstraram, a
partir de material oriundo de lesbes de
pele de 25 cades com piodermite
recorrente bem como das narinas dos
seus proprietarios, que dois destes
possuiam MRSP com o mesmo gene de
de

sensibilidade a antimicrobianos que

resisténcia e mesmo peffil

seus cdes doentes. Além da colonizagéo
com cepas MRSP advindas de céaes
também, a

doentes, pode ocorrer,
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transferéncia do genmecAde MRSP
para outras espécies &aphylococcus
em humanos, como foi evidenciado em
S. aureusisolados de uma crianca
(Wielders et al., 2001).

Na grande maioria dos casos de
piodermite, a escolha do antibidtico a
ser prescrito é empirica, de acordo com
a experiéncia do clinico. Entretanto,
devido a natureza secundaria da
infeccdo, recorréncias sdo comuns
mormente se nao houver controle da
causa primaria. O longo periodo de
tratamento antimicrobiano e a alta
frequéncia de recorréncia tém sido
apontados como fatores de risco para o
de

meticilina, jA que os betalactamicos séo

desenvolvimento resisténcia a
as drogas de escolha (Morris et al.,
2006; Jones et al., 2007, Kawakami et
al., 2010; Huerta, et al., 2011; Onuma et
al., 2011; Hnilica et al., 2012; Miller et
al. 2013). Se a recorréncia ocorrer em
até dois meses apos do término do
tratamento, sugere-se que a doenca de
base ndo esteja controlada, levando a
um provavel episédio de piodermite. Se
durante a antibioticoterapia com a dose
adequada de medicamento a cura das
lesbes for parcial ou nado estiver
ocorrendo, sugere-se fazer cultura e
antibiograma das secrec¢fes para selecéo

correta da base a ser usada, j4 que ha



indicios de resisténcia microbiana e

possivelmente resisténcia a meticilina

2.5.2 ldentificacdo de MRSP

A resisténcia a meticilina pode ser

demonstrada pelo emprego no
antibiograma de disco de oxacilina, fato
que apresenta forte correlagdo com a
identificacdo do genemecA. Este

meétodo diagndstico é simples e pouco
oneroso, sendo utilizado com grande
frequéncia nos laboratoérioA. deteccdo

da

antibiograma é retratada pela formacao

resisténcia a meticilina no
de halos menores que 10 mm em torno
do disco de oxacilina. Contudo, se
houver resisténcia a oxacilina e

sensibilidade a qualquer  outro
betalactamicon vitro, no antibiograma,

0 responsavel deve emitir laudo de

2.5.3 Distribuicdo mundial de MRSP

A prevaléncia de MRSP em infeccdes
de pacientes de clinicas e hospitais
veterinarios tem crescido
substancialmente nas ultimas décadas.
Em dois estudos de susceptibilidade do
S. pseudintermediua antimicrobianos,
na década de 80, ndo foram encontradas
bactérias MRSP (Philips e Williams,
1984; Medleau et al., 1986). Entretanto,

dois outros estudos retrospectivos,
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(Hnilica, 2012; Miller et al., 2013).

resisténcia para todas as drogas da
classe, ja que 0 genmecA provoca
resisténcia a todas os demais. Assim, é
contraindicado o wuso de qualquer
antibidtico betalactdmico na presenca de
resisténcia a oxacilina a menos que nao
haja outra opcdo terapéutica e o
paciente esteja demonstrando resposta
favoravel. A forma mais precisa de
determinacao de resisténcia a meticilina
€ através de identificacdo molecular e
evidenciacdo do genmecApor PCR
mas poucos laboratérios tem este
meétodo disponivel na rotina (NCCLS,
2003; Sasaki et al., 2005; CLSI, 2012;

Hnilica, 2012; Miller et al., 2013).

realizados nos Estados Unidos,
documentaram prevaléncia de MRSP
entre 15 e 17% dos isolados

microbiolégicos (Morris et al., 2006;

Jones et al., 2007). Desde a dultima
década, as taxas de resisténcia sé tém
aumentado, chegando a 30% de MRSP
da

Universidade do Tennessee e 66% no

encontrados em um estudo

Japéao (Jones et al., 2007; Kawakami et



al., 2010).

realizada no Japdo, em que foram

Em outra pesquisa,

utilizadas amostras provindas de 69
animais com piodermite, entre 1999 e
2000, e 123 em 2009, notou-se que a
de MRSP

significativamente e foi mais prevalente

prevaléncia aumentou

2.5.4 Tratamento de piodermite por MRSP

Quando a resisténcia bacteriana é
confirmada, o tratamento de pacientes
com piodermite € mais complicado, pois
a resisténcia a drogas betalactamica
limita muito as opc¢les terapéuticas de
antimicrobianos de uso oral. Sendo
assim, faz-se necessario o uso de

medicamentos tépicos, nao apenas
como coadjuvantes, mas, muitas vezes,
como tratamento Unico. Nestes casos, a
escolha empirica do antimicrobiano nao
€ adequada, devendo ser solicitado
sempre 0 antibiograma para
determinacdo da droga mais eficiente
para o tratamento (Hnilica, 2012; Miller
et al.,, 2013). A estratégia ideal para a
escolha do tratamento topico inclui a
escolha do principio ativo e do veiculo
que vai carrea-lo a pele do animal.
Assim, o ideal é que haja o principio
ativo e veiculo ideais, tempo de contato
(Jeffers,

suficiente e efeito residual

2013).
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em animais que possuiam historico de
antibioticoterapia anterior. Sendo assim,
aparentemente estes resultados podem
ser associados ao uso crescente e
inadvertido de antimicrobianos (Onuma

et al., 2011).

Os tipos de tratamento topico mais
utilizados nesses casos sao xampus,
condicionadores, banhos de imerséo,
aspersores, cremes, ge€is, pomadas e
lencos umedecidos. Existem diversos
ativos ser

principios que podem

manipulados nessas apresentacoes,
sendo os mais utilizados: clorexidine,
peréxido de benzoila, acido fusidico,
mupirocina e hipoclorito de soédio.
Frente a essas substancias, os patdogenos
nao apresentam resisténcia conhecida,
sendo uma excelente alternativa para
MRSP.

limitacdo do uso de produtos tépicos € a

infeccbes por A grande

necessidade de aplicacdo varias vezes
ao dia para aumentar o tempo de
contato do patdogeno com a droga.
Entretanto, para minimizar este

problema, é ideal que seja acrescentado
a formulagdo agentes capazes de
potencializar a acao dos
antimicrobianos ou aumentar o tempo

de contato destes com a pele. Exemplos
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destes agentes sdo quitosanas e

lipossomos (Hnilica, 2012; Jeffers,

2013; Miller, 2013).

Para infeccbes generalizadas, o ideal € o
uso de xampus, condicionadores ou
imersdo em solucbes a cada dois a sete
caso e da

dias, dependendo do

necessidade do animal. Ja para quadros
3 OBJETIVOS E HIPOTESES
3.1 Hipoteses

e S.

resistente a meticilina é

pseudintermedius

prevalente nas lesdes
dermatolégicas de caes com
piodermite superficial

atendidos no Hospital

Veterinario da UFMG.

3.2 Objetivos gerais

Determinar a prevaléncia dé.

pseudintermedius resistente  a

meticilina nos animais com

piodermite superficial atendidos na

3.5 Objetivos especificos

* Isolar e identificar o S.
pseudintermedius em
animais  portadores  de

piodermite
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0os mais localizados, podem ser
utilizados cremes, pomadas, géis, lengos
umedecidos varias vezes ao dia sempre
orientando o0 proprietario a limitar

intervengcdo do animal com a é&rea por
pelo menos 30 minutos apos a
medicacdo para garantir minima acéo
do medicamento (Jeffers, 2013; Miller

et al., 2013).

- S.

resistente a oxacilina no

pseudintermedius

antibiograma € portador do
genemecA.
e S. pseudintermedius
resistente a meticilina € mais
prevalente em animais que
passaram por

antibioticoterapia prévia.

rotina do servigo de dermatologia do
Veterindrio da UFMG

entre marco e junho de 2013

Hospital

* Realizar antibiograma e PCR

para identificacéo de

resisténcia a meticilina.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram selecionados 43 caes, atendidos
no Hospital Veterinario da UFMG, com
diagnostico estabelecido de piodermite
superficial. O periodo de coletas situou-
se entre marco e julho de 2013. O
diagndstico da doenca bacteriana foi
executado por exame dermatologico e
citologico. No exame fisico, levou-se
em consideracdo a presenca de alopecia
circular, papulas, pustulas, eritema,
colarinhos epidérmicos. Para o exame
foram selecionados

citologico, 0s
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animais cujas lesbes apresentavain

bactérias  cocoides em  grande
guantidade e presenca de células
inflamatorias ap0s a realizagcdo do
decalqgue da lesédo e coloracdo das

laminas por panoptico (Newprov ®).

Os

autorizacdo para inclusdo do animal no

proprietarios ao assinarem a
experimento (Anexo 1), receberam um

qguestionario com as  seguintes
perguntas: queixa principal, uso prévio
de antibioticos, uso prévio de drogas
imunossupressoras nos Ultimos seis
meses e o resultado destes tratamentos

(Anexo 2).

4.2 Coleta de material, processamento de amostradiagamfenotipica

4.2.1 Isolamento bacteriano

Foram coletadas em haste de algodao

estéril amostras das secrecdes das lesbes

da pele e da narina direita As coletas
foram realizadas preferencialmente das
pustulas intactas, ap0s rompé-las com

agulha hipodérmica. Na auséncia de

pustulas, coletou-se material dos
colarinhos epidérmicos na porcao
inferior dos retalhos

vesicobolhopustulares epidérmicos.

Essas hastes de algodao foram, entéo,
armazenadas em meio 8&uartem, no

méaximo, 48 horas.

Dentro deste periodo executava-se a
inoculacdo do material em placas
contendo Agar Sangue (Fig. 1) para
serem incubadas a BZ em estufa por

24 horas, para a tentativa de isolamento

primario.
As colbnias presentes, apos a incubacéo
do material, foram analisadas quanto a

de
resultados a avaliacdo citologica. Foram

morfologia, coloracéo Gram
colénias
de

coloragdo branca, tamanho médio, com

selecionadas duas

morfometricamente idénticas
cocos gram-positivos dispostos em

conformacdo de “cachos de uva” para
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isolamento secundario em Agar Mueller
Hinton a 37 C dentro de 24 horas

(Fig.2).

Figura 1: Colonias d&. pseudintermediugiundas de amostras de lesdes tegumentares
de cdes com piodermite superficial em Agar Sangds acubacdo em estufa a’ &7
dentro de 24 horas. Fonte: Arquivo Pessoal.

Figura 2: Colonias d&. pseudintermediuziundas de amostras de lesdes tegumentares
de cies com piodermite superficial em Agar Muetlieton a 37 C em estufa dentro de
24 horas. Fonte: Arquivo Pessoal.

4.2.2 Avaliagdo fenotipica e identificacdoSlepseudintermedius

Para diferenciagdo entre bactérias do oxidase. Posteriormente a classificacéo
géneroStaphylococcusle outros cocos dos isolados como sendo do género
Gram positivos foi realizada a avaliacdo  Staphylococcus sp., amostras das

da morfologia da colénia, e de provas colbnias foram utilizadas em testes de

bioguimicas: coagulase, catalase e Voges Proskauer ou producdo de
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acetoina, manitol, sacarose, trealose, congeladas em freezer a -8Q para a

arginina, uréia e resposta a polimixina B identificacdo e detec¢cdo do gemecA

para que fossem identificadas como por PCR (Devriese et al., 2009
pertencentes SIG e diferenciadas de Bannoehr e Guardabassi, 2012). Os
outras espécie dé&taphylococcussp. resultados das provas biogquimicas
(Fig. 3). ApGs a completa identificacdo  foram interpretados (Quadro 1 e 2)
fenotipica, as amostras foram  segundo Quinn et al. (2005) e Bannoehr

armazenadas em Caldo BHI-Gliceml e Guardabassi (2012).

Figura 3: Provas bioquimicas realizadas a pdeicolonias de&. pseudintermedius
isoladas de amostras de caes com piodermite stiperfiDa esquerda para direita:
coagulase, fermentacéo de carboidratos, ureaseinargvoges Proskauer. Observa-se:
+ reacdo positiva; -: reacdo negativa.

Fonte: Arquivo Pessoal.

Microorganismo  Microscopia Coagulase Catalase Oxidase

Staphylococcus  Cachos de uva. +/- + -
spp.

Micrococcus spp. Tétrades. - + +

Streptococcus e
Enterococcus Cadeias. - - -

spp.

Quadro 1: caracterizacao diferencial fenotipicacdeos Gram-positivos a partir de
avaliacdo morfoldgica e provas bioquimicas (adaptedQuinn et al, 2005).
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Espécie Producdo Polimixina Manitol Sacarose Trealose Uréia Arginina
de Coagulase de B
Staphylococcus acetoina
(VP)
SIG + - S (d) + + + +
S. aureus + + R + + + - +
S.schleiferi d + S - - d + +
schleiferi
S.schleiferi + + S d + - - +
coagulans
S. epidermidis - + R - d d d +
S. aemolyticus - + S d + + - +

Quadro 2: diferenciacdo entre SIG e outros estafdos isolados em cées a partir de provas biogasrec
suscetibilidade a antimicrobianos (adaptado de iQeiral; 2005; Bannoehr e Guardabassi, 2012).90%>de

cepas positivas; - : > 90% de cepas negativakl-®9% de cepas positivas; ( ): reacdo tardia.id&netro do

halo <10mm. S: didmetro do halo >10mm.

4.3 Antibiograma McFarland. Assim, por meio de haste
o _ de algoddo estérii o material foi
Os antibioticos selecionados ' .

o ) ) estriado em toda a extenséo da placa de
constituintes dos discos impregnados

agar Mueller Hinton para a realizacéo

foram: amicacina 30, . .
o . _ do antibiograma. Os discos dos
amoxicilina+acido clavulanico o .
antibioticos selecionados foram
20/10ug, cefalexina 3Qug,

devidamente posicionados em forma

cloranfenicol 3Qug, enrofloxacino
5 ug, estreptomicina 30,
gentamicina 1Qug, oxacilina 1ug,
penicilina 10ug, tetraciclina 3Qug e
trimetoprima-sulfametoxazole
1,25/23,75.g (Laboratorio DME®) de
acordo com recomendacbes do CLSI
(2012) para testes de susceptibilidade

de Staphylococcus sp. antibioticos.

Apos o isolamento secundario, todas as
amostras foram inoculadas em Caldo
Mueller Hinton até obtencéo de grau de

turbidez de 0,5 na Escala de

concéntrica de modo que nao houvesse
sobreposicdo  dos  halos.  Apoés
incubacédo por 24 horas em estufa a 37°
C, foi realizada a leitura em milimetros
do diametro dos halos de inibicdo
formados e classificada a resisténcia ou
suscetibilidade (Quadro 3), de acordo
com os padrdes para cada antibidtico

(CLSI, 2012).
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Figura 4: Placa de antibiograma com discos imprgmae antibidticos obtida a partir de

colénias S. pseudintermediugsoladas de amostras de lesdes de pele de caes com

piodermite superficial. Fonte: Arquivo pessoal.

4.4 Avaliagéo genotipica
4.4.1 Extracao de DNA

As amostras armazenadas a <8C
foram transferidas para refrigerador
com temperatura de 2 e°4C por 12
horas ¢vernigh), para evitar variagédo
brusca de temperatura para
posteriormente serem descongeladas a
temperatura ambiente a 25C. Apos
descongelamento, os isolados foram
estriados em Agar sangue de carneiro e
incubados a 37 C, por 24 horas.

Amostras de uma colonia crescida em

cada placa foram coletadas por alca
flambada e inoculadas em tubos, tipo
Eppendorff, contendo uma aliquota de
20uL de agua Mili-Q. Posteriormente,
esse material foi submetido a fervura,
ou seja, temperatura de 100 durante
15 minutos para liberacdo do DNA no
meio. Apdés a fervura, os isolados
foram centrifugados a 60rpm com
10MA de poténcia, durante cinco
minutos, para separacao do
sobrenadante, que foi coletado através
de pipeta calibrada para 20 microlitros.



4.4.2 ldentificacdo do gemeecA

A identificacdo do genenecAfoi feita
pelo do método descrito por Merothra et
al. (2000). As amplificacbes foram
realizadas com 2B de solucdo
contendo 3ul de DNA, 0,8ul de primer
(3’5" F ACTGCTATCCACCCTCAAC,

R CTGGTGAAGTTGTAATCTGG),
10 pl de premix (Phoneutria ®) e 5,4

de agua ultrapura (Phoneutria ®). As
placas, contendo as amostras, foram
alocadas no termociclador (Applied
Biosystems®) onde sofreram
desnaturacdo, amplificacdo e extenséo
do DNA

protocolo: desnaturacdo a 94° C por 5

conforme o0 seguinte

minutos, depois 35 ciclos de

amplificacdo (desnaturacdo a 94° C por
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2 minutos, anelamento a 53° C por 2
minutos e extensdo a 72° C por 1
minuto), terminando com extensao final
a 72° C por 7 minutos. Depois deste
processo, as amostras foram submetidas
a eletroforese em gel de agarose 1,5%,
com marcador molecular de 100 bp
(Thermo Scientific®) e fotografadas
sob luz UV em camara escura.
Staphylococcus
MRSP 3279 €S. aureusMRSA USA

100 foram utilizados como controles

pseudintermedius

positivos, e solucdo de amplificacao
sem DNA como controle negativo. O
genemecAé expressado entre as bandas
100 e 200,

molecular equivalente a 160bp.

possuindo um peso

4.4.3 ldentificacdo genotipica d& pseudintermedius

A identificagcdo foi feita através do
meétodo descrito por Sasaki et al.
(2010) que utiliza a identificacdo do
gene nuc As amplificagdes foram
realizadas utilizando-s€5 pL de
solucéo, duas unidades de GoTag™
DNA Polymerase, 1X Green
GoTag™ Reaction Buffer, 1,5 mM
MgClI2, 0,2 mM de dNTP, 1 uM de
primer F2
TRGGCAGTAGGATTCGTTAA;

R5 CTTTTGTGCTYCMTTTTGG)

3 pl de DNA. Assim, as a placa
contendo as amostras foram alocadas
no termociclador para a realizacéo
de desnaturacdo, amplificacdo e
extensdo do DNA conforme o
seguinte protocolo: deshaturacdo a
95°C por 2 minutos; 35 ciclos de
amplificacdo (desnaturacdo a 95°C
por 30 segundos, anelamento a 56°C
por 35 segundos e extensédo a 72°C
por 1 minuto) e extensdo final a

72°C por 2 minutos. Depois deste
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processo, as amostras foram MRSP 3279 foi utilizado como
submetidas a eletroforese em gel de controle positivo, e solugcao de
agarose 1,5% com marcador amplificacdo sem DNA como
molecular de 100 bp (Thermo controle negativo. O genauc é
Scientific®) e fotografadas sob luz expresso entre as bandas 900 e 1000
UV em camara escura (Fig. 5). bp, possuindo um peso molecular
Staphylococcus  pseudintermedius equivalente a 926bp

® e & -
e ’-"*’#?#n et ;

et ---r-mmauar:aam&'mwm; .

Figura 5: Eletroforese em gel de agarose obtidatar peS. pseudintermediusolados de
cdes com piodermite superficial. Observa-se baedpscificas formadas por PCR para
identificacdo de genmecA.Na ponta da seta rubra esta a marcacédo de 200hpenta
de seta azul estd a marcacdo de 100bp, represerdgmetsenca do gemeecA Fonte:
Arquivo Pessoal.

4.4 Andlise estatistica

Os dados obtidos foram avaliados por
frequéncia e correlacdo de Spearman,

sendo o valor dp < 0,01.

RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Caracteristicas gerais do grupo amostral

Dos 43 cées portadores de piodermite juho de 2013, na rotina de

superficial selecionados, entre marco e dermatologia do Hospital Veterinario



da UFMG. Destes animais, 30 (70%)

eram fémeas e 13 (30%) eram machos,
com idades entre um e 16 anos, média
de sete anos e mediana de oito anos. O
namero de fémeas selecionadas para o
estudo foi significativamente maior que

de machos, provavelmente devido a

preferéncia dos proprietarios por

cadelas e ndo a uma predisposicao
sexual para a piodermite. Outros
estudos brasileiros também observaram
maior quantidade de fémeas entre os
animais participantes de pesquisas
(Larsson Jr, 2008; Bourguignon et al.,

2012). Nao existem relatos de aparente
predisposicdo sexual descritos em
literatura para a piodermite bacteriana

(Miller et al., 2013).

Considerando a média de idade dos
animais atendidos, observa-se que a
maioria dos pacientes encontra-se na
meia idade, o que pode ser explicado
pela natureza secundaria da maioria das
piodermites, dependendo das causas
primarias. As alergias que sao as
causas mais frequentes tem sua
manifestacéo inicial a partir de 1 a 3

anos de idade, com agravamento
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progressivo dos sinais clinicos na
auséncia de tratamento, podendo assim
ocorrer um numero grande de casos na
idade. As

também sao

fase dos 7 anos de
endocrinopatias que
causas importantes de piodermite,
ocorrem a partir dos 6 anos de idade

(Miller et al., 2013).

As racas mais frequentes foram Poodle
e Yorkshire. Entretanto, ndo se pode
afirmar que se trata de predisposicéo
racial a piodermite ou doencas

primarias, jA que todas as racas sao
susceptiveis a esta doen(Mdiller et

al., 2013). Bourguignon et al. (2012)

encontraram frequéncia maior de caes
SRD,

ocorréncia dos mesmos na localidade

provavelmente pela maior

do estudo. J& no estudo de Larsson Jr.
(2008), houve também o predominio de
cdes da raca Poodle. Na literatura
consultada, estudos ndo comprovam
predisposicdes raciais, j& que €
necessario um levantamento especifico
da populacédo local de cada racga, caso
contrario havera superestimacdo ou

subestimacéo.
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Gréfico 1: Distribuigdo racial no grupo amostral cees com piodermite selecionados
entre marco e julho de 2013 no HV-UFMG para estielgpiodermite superficial. Belo
Horizonte (2013).
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Gréfico 2: Utilizacao prévia de antimicrobianos wedp dados de questionario respondido
pelos proprietarios de cdes com piodermite seladios entre marco e julho de 2013 no HV-
UFMG para estudo de piodermite superficial. Beloittmte (2013).

No presente estudo, 75% dos cdes administracdo antes da avaliagdo. O
incluidos receberam  antimicrobianos, antimicrobiano mais utilizado foi a
entretanto, os proprietarios muitas vezes cefalexina, seguida pela cefovecina e

ndo sabiam caracterizar o tempo de amoxacilina com &cido clavulanico. Beck



et al. (2012) observaram 89% de historico
de antibioticoterapia prévia ao estudo de
piodermite, diferindo dos resultados deste
estudo. A sensibilidade e especificidade

destes questionarios € discutivel, ja que foi
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baseado em informagbes subjetivas,

fornecidas pelos proprietarios que muitas
vezes ndo se recordavam dos tratamentos
anteriores forneciam

ou informacdes

incompletas.

5.2 Identificacdo fenotipica e genotipica das amestoletadas

5.2.1 Prevaléncia de SIG nos isolados avaliadopqmwas bioquimicas

Foram coletadas duas amostras de cada
animal selecionado, uma de lesdo e outra
de uma das narinas. No total, foram obtidas
86 amostras em hastes de algodao estéril
gue foram encaminhadas para isolamento e
identificagdo bioquimica. Destas amostras,
detectado em 68
88,2%
classificadas como pertencentes ao SIG e
11,8%
pertencentes ao grupo SIG. A frequéncia

0 crescimento foi

amostras, destas, foram

como bactérias diversas néo
de bactérias do Grupo SIG identificadas
por provas bioguimicas estédo representadas
no grafico 3. Dentre as amostras em que
39%

provenientes de narinas e apenas 2% de

ndao houve crescimento, eram
lesbes de pele (Grafico 4). Desta forma,
observa-se diferenca significativa entre as
frequéncias de isolamento nas duas regioes
corporeas  estudadas. Isto  deve-se
provavelmente ao fato de que mesmo as
narinas sendo uma regido de foco de
perpetuacdo bacteriana, as colGnias nao
necessariamente estdo em crescimento,

diferente do que ocorre na lesédo de pele

com infecgé@o bacteriana. Considerando as
amostras em que houve crescimento de
cada regiao, 92% dos isolados de narina e
88% de lesdo de pele foram classificados

como SIG.

A falha no cultivo pode ser devido a
de

inoculacao

guantidade insuficiente

microorganismos, coleta ou
inadequadas. Bourguignon et al. (2012)
relataram crescimento de todas as 75
amostras coletadas. Ja Wang et al. (2012)
coletaram uma amostra por animal de um
total de 260 animais e obtiveram 80
isolados, auséncia de crescimento maior

gue a apresentada neste estudo.

Quando avaliados apenas os isolados

obtidos, excluindo as amostras sem

crescimento, a prevaléncia de bactérias do
grupo SIG aumentou para 88%. Ruscher et
al. (2008) encontraram uma prevaléncia de
76,2% de SIG na identificacdo fenotipica

com 16.103 amostras. J&, Larsson Jr (2008)
classificou 67,6% de suas amostras como

Staphylococcus intermedius
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(provavelmente S. pseudintermedius) técnica empregada e o numero de animais
Bourguignon et al. (2012) classificaram  participantes, mas corroboram com
como SIG 73 dos seus 75 isolados afirmacfes da literatura de que as bactérias
oriundos de 25 animais. Sendo assim, 0os do grupo SIG sdo as mais prevalentes nos
resultados encontrados assemelham-se isolados de lesdes de pele de cées.

aqueles da bibliografia compilada. As

variacoes

100%

provavelmente

se deveram a =

0%
60%
S0%
4026
30%
200

10%6

SIG Diversas ndo 51G

0%

Gréfico 3: Classificacdo fenotipica baseada emagwdoquimicas dos isolados de amostras
de lesdes de pele e de narinas de caes com pitelesaperficial coletadas entre margo e
junho de 2013 no HV-UFMG. Belo Horizonte (2013).
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Grafico 4: Frequéncia de amostras de narinas eséolde pele, de caes com piodermite
superficial, em que néo foi observado crescimentsolamento bacteriano em Agar Sangue.
Belo Horizonte (2013).
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5.2.2 Identificacdo genotipica & pseudintermedius

Foram selecionados para a identificacédo
genotipica por PCR a totalidade os
isolados obtidos, independente de terem
sido classificados com SIG ou n&o. Sendo
assim, foram analisadas 68 amostras,
destas 62 (91%) foram classificadas como
Staphylococcus pseudintermedies seis

(9%) como bactérias diversas n&s.

pseudintermedius e nao foram
classificadas, devido a ausénciapdeners
de S.

na

especificos. A  frequéncia

pseudintermedius  encontradas

identificacdo genotipica esta representada

no grafico 5.

A prevaléncia deS. pseudintermediude

91% esta de acordo com o estudo de Wang

et al. (2012) e Bourguignon et al (2012)

Staphylococcus pseudintermedius

92% e

respectivamente, da bactéria entre os seus

que  encontraram 96%,
isolados. No entanto, difere do resultado
encontrado por Paul et al. (2012), no qual a
prevaléncia des. pseudintermediu®i de
69%. Entretanto, neste estudo as coletas
foram realizadas a partir de regido perianal,
cavidade oral e narinas de animais
saudaveis, o0 que altera o resultado pela
inexisténcia do quadro de piodermite

superficial bacteriana.

Diversas ndo S. pseudintermedius

Grafico 5: Frequéncia (%) de. pseudintermediusm caninos acometidos por piodermite
superficial segundo identificacdo genotipica. Bétwizonte (2013).
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5.2.3 Correlagdes entre isolamento bioquimico etifieacdo genotipica

Os resultados obtidos na identificacado
genotipica e fenotipica foram comparados
demonstrando que existe correlagao
significativa entre as duas formas de
identificacdo bacteriana (Tab. 1). Quando
comparados a identificacdo genotipica dos
isolados de narina e lesdo, observou-se
também correlacdo significativa entre a
espécie encontrada nos mesmos (tab. 1).
Isto sugere que ambos os métodos de
diagnéstico sdo bastante eficientes na
identificacdo deS. pseudintermediusOs

dados dispostos na bibliografia compilada
relativos a comparagado dos dois métodos é

escassa. Ja, em relacdo a correlacédo

significativa entre os isolados de narina e

lesdo, héa indicacdo de que a colonizacao
dos dois locais € semelhante, sugerindo

gue as narinas sao realmente reservatorios
destas bactérias, como observado por Paul
et al. (2012) que avaliaram apenas animais
saudaveis e por Beck et al. (2012) que por

sua vez fizeram avaliacdo tanto em lesdes
como em eventuais regides corpéreas focos
de perpetuacdo bacteriana em animais com
piodermite. Entretanto, ndo se pode afirmar

se as narinas ou lesdes s&o fontes de
colonizagdo entre si ou que se tratam da
mesma cepa bacteriana, para isso seria

necessario a tipificacdo das amostras.

Tabela 1: Correlacéo entre identificacdo fenotigogenotipica e entre espécie identificada

por PCR na narina e na lesdo de piodermite sum@riie caninos acometidos. Dados
expressados conmrade Spearman e valor de significancia. Belo Hotie¢R2013).

Correlacéo Correlagao r Significancia
Identificacdo fenotipica x identificacdo genotipica 0,495 **0,0004

PCR narina x PCR leséo 0,787 **(,0002

Dados expressados como r de Spearman e valox@g0f. ** significativo.

5.3 Antibiograma

Todos os isolados foram submetidos a amoxiciina +  acido  clavulanico,
antibiograma, mesmo sendo classificados cefalexina, cloranfenicol, enrofloxacina,
como nao pertencentes do grupo SIG. Os estreptomicina, gentamicina, oxacilina,
antibioticos testados foram: amicacina, penicilina, polimixina B, sulfa +
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trimetoprim, tetraciclina (Gréfico 5, antibiograma para cada antimicrobiano
Quadro 3). O tamanho padrédo do didametro esta representado no quadro 4.

dos halos formados para interpretacdo do
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Gréfico 5: Perfil de sensibilidade (%) a antimideosios utilizados em antibiograma de
amostras isoladas de caninos acometidos por pitg@esaperficial. Belo Horizonte (2013).

Antimicrobiano Resisténcia Sensibilidade
Amicacina 7% 93%
Amoxacilina + clavulanato 23% 7%
Cefalexina 24% 76%
Cloranfenicol 18% 82%
Enrofloxacino 38% 62%
Estreptomicina 40% 60%
Gentamicina 30% 70%
Oxacilina 34% 66%
Penicilina 7% 23%
Polimixina B 6% 94%
Tetraciclina 62% 38%
Sulfa + Trimetoprim 67% 33%

Quadro 3: Perfil de susceptibilidade a drogas aatohianas utilizadas em antibiograma de
amostras de lesdes de pele e narinas de caes quegade piodermite superficial. Belo
Horizonte (2013).
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Antimicrobiano Sensivel Intermediario Resistente
Amicacina 3Qg >17 15-16 <14
Amoxicilina+&c. clavulanico 20/1jag >20 - <19
Cefalexina 3Qug >14 15-17 <18
Cloranfenicol 3Qug >18 13-17 <12
Enrofloxacino 5ug >18 15-17 <14
Estreptomicina 3Qig >11 12-14 <13
Gentamicina 1Qug >15 13-14 <12
Neomicina 3Qug >18 19-21 <22
Oxacilina 1ug >13 11-12 <10
Penicilina 1Qug >29 - <28
Tetraciclina 3Qug >19 15-18 <14
Trimetoprim-sulfametoxazol 1,25/23, 79 >16 11-15 <10

Quadro 4: Padrao para interpretacdo de diametroattes formados em antibiograma com
discos impregnados de antimicrobianos. Adaptadoldsd (2012).

Os perfis de resisténcia das amostras testas mesmo for bem monitorado pelo clinico. O

foi bastante variado, 10% dos animais
foram sensivel a todos os antimicrobianos
usados, 28% foram resistente a seis ou
mais drogas, mas nenhum foi resistente a
todos (Graf. 6). As drogas mais eficientes
em ordem decrescente foram: a
polimixina B, amicacina e cloranfenicol,
com 94%, 93% e 82% de sensibilidade,
A

polimixina B ndo estdo disponiveis para

respectivamente. Amicacina e
uso oral e possuem efeitos colaterais

importantes como nefrotoxicidade,
entretanto, consiste em uma opg¢ao para o

tratamento de infeccdes por MRSP se o

cloranfenicol também pode ser
considerado para o tratamento de infeccbes
resistentes, caso haja sensibilidade no
antibiograma, entretanto, deve ser usado
com cautela devido a possibilidade de
Os

resultados encontrados para a amicacina e

aplasia medular (Andrade, 2002).
cloranfenicol estdo de acordo com o0s
encontrados por Onuma et al (2011), em
gue a sensibilidade destas drogas foi 97% e
85% respectivamente. S&0 escass0s 0S
envolvendo  estas

trabalhos drogas

antimicrobianas na literatura compilada
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Resistentes a todas as
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Gréfico 6: Avaliacao da resisténcia a antimicrobs&no antibiograma de isolados oriundos
de narinas e lesdes de pele de caninos com pideesugerficial. Belo Horizonte (2013).

A amoxacilina com clavulanato e

cefalexina apresentaram suscetibilidade
semelhante e razoavel, em torno de 75 %.

A sensibilidade a oxacilina foi menor e

igual a 66%. Isto ratifica a superioridade

da oxaciina em relacdo a outros
betalactamicos no  diagnéstico da
resisténcia a esta classe de
antimicrobianos. Os  resultados de

suscetibilidade de cefalexina e amoxacilina
com clavulanato diferem dos encontrados

por Bourguignon (2012), que observou m

5.4 Identificacdo do gemaecA

Todos os 68 isolados foram testados para a
presenca do genenecA por PCR com
primers especificos. Destes, 25 (36,8%)
apresentaram o gene e 43 (63,2%) nao.
Esses resultados corroboram com os

encontrados por Beck et al. (2012) e Sasaki

torno de 90% de sensibilidade a cefalexina
e a amoxacilina com clavulanato e de
aproximadamente 80% para a oxacilina. Ja
(2011)

amoxacilina com clavulanato, mas também

Onuma et al nao testaram
obteve em torno de 90% de suscetibilidade
para a cefalexina, assim como a oxacilina.
Comparando a coincidéncia de resultados
de susceptibilidade da oxacilina e dos
demais betalactamicos, esta de acordo com
Onuma et al (2011), que encontraram

valores semelhantes entre estas drogas.

et al. (2007), que observaram 40,5% e
29,8% de MRSP em todas as suas
amostras, respectivamente. Bourguignon et
al. (2012) encontrou 94% de MRSP em
de

diferindo bastante dos resultados obtidos

amostras cdes com piodermite,
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no presente estudo e com a literatura encontrados por Ruscher et al (2009)
(2009)

observaram apenas 0,8% de MRSP nos bibliografia consultada, pode-se sugerir

consultada. Ruscher et al. somados aos do presente estudo e da

seus isolados de cdaes. Entretanto, este que animais com piodermite superficial
de
diversas enfermidades, ndo apenas doencas colonizados por MRSP do que os higidos

estudo incluiu animais portadores de tém maior probabilidade estar

de pele, que representaram 9% dos casos ou portadores de outras doencas nao

selecionados. A partir dos resultados

dermatoldgicas.

5.5 Correlagdes entre antibiograma, identificagéigehanecAe antibioticoterapia prévia

Quando comparada a prevaléncia de
resisténcia a oxacilina no antibiograma e a
presenca do gemaecAno PCR, observou-

se correlacdo significativa entre os dados,
mostrando assim a grande eficiéncia dos
dois métodos. Os resultados estdo de
acordo com o estudo de Bemis et al. (2006)
que observaram alta correlacdo entre o0s
resultados de antibiograma por difusdo de
disco impregnado e presenca do gene
mecA no PCR, concluindo entdo, que

ambos os testes sdo eficientes. Entretanto,
os resultados diferem dos encontrados por
(2012),

frequéncia de resisténcia a oxacilina foi

Bourguignon et al. pois a

menor que 20%, mas o gemecAestava

presente em 94% das amostras. Esta
grande variacdo pode ter ocorrido devido a
diferenca das técnicas utilizadas e ao grupo

amostral dos dois estudos.

Além disso, houve também correlacédo

significativa entre 0Ss resultados

encontrados de presenca aeecA nas
amostras de narina e lesédo, sugerindo que o
animal que apresenta o gene nos patégenos
de lesdo de pele tem probabilidade de
apresentar também naqueles das narinas,
da mesma forma como discutido para a
espécie isolada de cada local. A
prevaléncia de genmecAfoi de 30% nos
isolados de lesdes tegumentares e de
narinas dos animais testados. Beck et al.
(2012) observaram 40,5 % e 34,1 % de
MRSP nas lesdes de pele e reservatoérios de
animais com piodermite na primeira coleta
de amostras, respectivamente. Apds o
tratamento e cura clinica, coletaram
novamente amostras dos mesmos locais e
dos mesmos animais, observando 35,3% de
MRSP em ambos os grupos de amostras.
Assim sugere-se que a colonizacao da pele
por MRSP esta muito relacionada com a
de de

da oS

colonizacéo areas corporeas

perpetuacao colonizagéo,



reservatorios, entretanto, ndo se pode
afirmar a origem da infeccdo sem que seja

feita tipificacdo das amostras.

N&o foi observada correlacdo significativa
entre antibioticoterapia prévia e presenca
do genemecA nas amostras isoladas de
lesdo e de narina (tab. 2). Assim como
também ndo houve qualquer correlacdo
de

clavulanato, cefalexina ou cefovecina e a

entre 0 USoO amoxacilina com

presenca do geneecA.A auséncia de

Tabela 2: Correlacdes entre antibiograma,
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de

antibioticoterapia e presenca do gemecA

correlagdo entre o  historico
também foi observada por Beck et al.
(2012), estando assim os resultados deste
estudo de acordo. Nienhoff et al. (2011)
encontraram associagao relevante entre o
uso de antibiéticos nos ultimos seis meses
e a prevaléncia de gengecAnas amostras

de

piodermite. O mesmo foi observado por

lesbes de pele de 816 cées com

Onuma et al (2011), mas com um grupo

amostral de 190 caes.

ideatio de genenecAe antibioticoterapia

prévia
Correlacao Correlacaor Significancia

Antibioticoterapia prévia mecA 0,037 0,736
Cefalexina prévia xnecA 0,132 0,226
Cefovecina prévia mecA 0,096 0,381
Amoxacilina + clavulanato mecA 0,174 0,109
mecAnarina xmecAlesao 0,047 **0,002
Dados expressados como r de Spearman e valor deQd <** significativo.
6 CONSIDERACOES FINAIS

Ha cerca de cinco décadas o medicina veterinaria mais

Staphylococcus aureugesistente a recentemente, mas, de forma

meticilina tem sido descrito na

medicina com indices crescentes a cada
ano, representando uma grande
preocupacdo dos profissionais da éarea.
O Staphylococcus pseudintermedius

resistente a meticilina foi descrito na

semelhante, tem apresentado numero
crescente de casos e dificultando o
tratamento de animais portadores das
cepas MRSP. A piodermite bacteriana
por si sO ja representa um grande

desafio para os clinicos devido ao seu



carater secundario e recidivante. Isto se
torna mais preocupante quando se trata
de bactérias resistentes, pois além da
causa primaria, a piodermite passa a se
perenizar devido a ineficiéncia do
tratamento.
E essencial a conscientizacdo da
comunidade médica a respeito do uso
de antimicrobianos, ainda que néo
tenha sido comprovada definitivamente
a sua correlacdo com a emergéncia de
cepas bacterianas resistentes. Assim, é
imperativo que os clinicos realizem a
terapia com a droga correta, em dose e
tempo adequados e facam o controle

das causas primarias no intuito de

7 CONCLUSOES

De acordo com as condigbes deste

experimento, pode-se concluir que:

- O S

bactéria mais prevalente em lesfes

pseudintermediusfoi a

de pele de cédes com piodermite
superficial.
- O S

presente na

pseudintermedius estava
narina de caes,
representando um reservatoério para
uma possivel reinfeccdo. Sobretudo
considerando MRSP, ja que a sua
nestas

presenca em regides
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evitar a recidiva de piodermites. Além
disso, deve ser instituido na rotina o
uso do antibiograma para a selecédo da
droga mais eficiente mormente nos
casos recorrentes e em que a terapia
empirica ndo alcancou O sucesso
desejado.

Os resultados deste estudo
comprovaram ser o principal agente
etiolégico da piodermite canina, 0
Staphylococcus pseudintermediusn
concordancia com outros estudos.
Além  disto, pbOde-se observar
prevaléncia significativa de MRSP nas
amostras testadas e o perfil de

resisténcia a antimicrobianos.

corporeas pode predispor infeccdes
futuras por esta cepa resistente.

* Nao houve correlacdo entre a
expressao do gemeecAe o uso de
antibioticos prévios, provavelmente
devido aos vieses do questionario.

* Os

segundo o antibiograma, foram a

antibidticos mais eficazes,
amicacina, a polimixina B e o
cloranfenicol. Devendo-se evitar a
penicilina, sulfa + trimetoprim e
tetraciclina, pois estes apresentaram

0 pior resultadan vitro.
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ANEXO 1: Termo de consentimento livre e esclared@oecido aos proprietarios dos cées
com piodermite superficial incluidos no estudo daliacdo da prevaléncia de MRSP em
caninos acometidos por tal enfermidade. Belo Hotz¢2013).

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Vocé esta sendo convidado para participar da pesgBrevaléncia dé&taphylococcus
pseudintermediugesistente a meticilina em cé@es com infec¢des bacts de pele/océ foi
selecionado, pois seu cao foi diagnosticado coetgéio bacteriana de pelswa participacao
nao é obrigatériaA qualquer momento vocé pode desistir de participaretirar seu
consentimentoSua recusa ndo trard nenhum prejuizo em sua retagd® pesquisador ou
com ainstituicdo.Os objetivos deste estudo séo de avaliar a presial@microorganismos
resistentes antibidticos betalactamicos, 0s mais comumente assawh tratamento das
infeccdes bacterianas cutaneas na pratica veterinaria. Oma#i portadores destes
microorganismos na maioria das vezes sao refrataose tratamentos efetuadpsyvocando
recorréncia das infec¢des e fracasso do tratamémimais saudaveipodem também ser
portadores destas bactérias, sendo estes sussetiftguragnfeccdes cutaneas recorrentes e
possiveis transmissores para outros animais eeséno proprietarioSua participacao nesta
pesquisa consistira permitir a realizacdo de caletamostras desfes do seu animal através
de swabde algoddo para cultura bacteriana, exait®dgico das lesdes e coleta de sangue
para exames laboratoriais relacionadds.riscos relacionados com a participacao do animal
sera minimo e relacionado apemakesdes de carater leve caso ocorra alguma inténoia
na coleta das amostra®s beneficios relacionados com participacdo do @nsédo de
melhorar a efetividade divatamento das infecgBes bacterianas de pele mssatéaves do
conhecimento dgrevaléncia de patdgenos resistentes aos tratasnerds utilizadosAs
informacdes obtidas através dessa pesquisa senmfiderwiais e asseguramossigilo sobre
sua participacadOs dados ndo serao divulgados de forma a possilslia identificacdo. Os
dadosinformados serdo o nome do animal, idade e os dglaslos através da pesquiseé
recebera uma copia deste termo onde consta o rtelefoo endereco instituciondb
pesquisador principal e do CEP, podendo tirar dusa&las sobre o projeto e sparticipacéo,

agora ou a qualquer momento.

Adriane Pimenta da Costa Val Bicalho

Escola de Veterinaria da UFMG — (31) 3409-2247
Av. Antbnio Carlos, 6627 - Pampulha

31270-901 - BELO HORIZONTE - MG
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Declaro que entendi os objetivos, riscos e bermefide minha participacdo na pesquisa e
concordo em patrticipar.
Concordo na utilizacdo das fotos do animal na aptagsédo da pesquisa e possiveis

publicacdes.

Sujeito da pesquisa
Data: / /
Escola de Veterinaria — UFMG

Belo Horizonte - MG
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ANEXO 2- Questionario apresentado aos proprietatims cdes com piodermite superficial
incluidos no estudo de avaliagdo da prevalénciMBSP em caninos acometidos por tal
enfermidade. Belo Horizonte (2013).

Questionéario
Nome do animal:
Sexo:
Raca:
Idade:
Pelagem:
Nome do proprietario:
1- Qual a queixa principal?
2- Com que idade manifestou o quadro clinico pelagira vez?
3- Como era quando comegou?
4- Fez uso de algum antibiético nos ultimos seises@ Qual?
5- Fez uso de algum medicamento imunossupressantimes seis meses? Qual?

6- Quais tratamentos ja realizou para a dermatpajual foi a resposta destes?



