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RESUMO

Muitas terapias antimicrobianas sdo usadas para o tratamento das piodermites,
inflamacdo cutdnea piogénica associada a infeccdo bacteriana, sendo o
Staphylococcus pseudintermedius a principal espécie envolvida. As infeccdes
estafilococicas se tornam mais graves quando a cepa envolvida na doenca é
multirresistente, acarretando dificuldade adicional para o controle de infecgoes
causadas por esse agente. O presente estudo pesquisou a presenca de
Staphylococcus spp. multirresistentes e verificou o perfil de suscetibilidade a
antimicrobianos de isolados de caes sadios e com piodermite. As amostras foram
colhidas com suabes estéreis da pele de 50 cdes sadios e de 40 cdaes
apresentando quadro clinico de piodermite (ndo importando a etiologia). Foram
realizados cultura bacteriolégica do material colhido e isolamento das cepas de
Staphylococcus spp. para identificacdo das espécies de acordo com suas
caracteristicas fenotipicas. Posteriormente, os isolados foram testados quanto ao
perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos por meio de antibiograma. Realizou-
se ainda, teste fenotipico de resisténcia a oxacilina e técnica de reacao em cadeia
da polimerase (PCR) para deteccdo de cepas de Staphylococcus spp.
multirresistentes, portadoras do gene mecA. A resisténcia a oxacilina (prova
fenotipica e identificacdo do gene mecA) foi apresentada por 23,6% (17/72) dos
isolados e a multirresisténcia por 29,7% (21/72). As maiores suscetibilidades
foram verificadas para o0s seguintes antimicrobianos: Cefalexina (84,7%);
Amoxacilina (75%); Oxacilina (72,2%); Cefoxitina (79,2%). As maiores
resisténcias: Tetraciclina (40,3%); Eritromicina (34,7%); Clindamicina (33,3%);
Ciprofloxacina (26,4%); Oxacilina (23,6%); Sulfametazol-trimetoprim (22,2%).
Apesar do isolamento de cepas multirresistentes, os resultados indicaram um alto
nivel de suscetibilidade das mesmas aos antimicrobianos normalmente utilizados
no tratamento de infeccBes estafilocdcicas. O isolamento de Staphylococcus spp.
resistentes a meticilina (MRS), em espécimes clinicos e sadios, demonstrou que
0s cdes podem atuar como reservatorios e posteriormente disseminarem esses
patdgenos na comunidade.

Palavras-chave: estafilococos, inflamagdo cutanea, oxacilina, resisténcia
antimicrobiana
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CAPITULO 1

CONSIDERACOES GERAIS

Os estafilococos sdo bactérias gram-positivas, anaerébias facultativas
e esféricas do género Staphylococcus que normalmente comp8em a microbiota
da pele integra e das mucosas de mamiferos e aves (GRIFFETH et al., 2008). De
cerca de 41 espécies e 24 subespécies, dez sdo de importancia veterinaria e
podem causar doencas em animais: S. aureus, S. intermedius, S.
pseudintermedius, S. epidermidis, S. hyicus spp. hyiicus, S. schleiferi spp.
coagulans, S. sciuri, S. lentus, S. caprae e S. gallinarum (LEME, 2001;
BIBERSTEIN & HIRSH, 2003; GRIFFETH et al., 2008; EUZEBY, 20009).

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococacceae, que
agrupa os cocos Gram-positivos catalase-positivos que atacam carboidratos por
oxidacdo e fermentacdo. Microscopicamente, o0s estafilococos sao células
esféricas, com 0,5 a 1,5 um de didmetro, ocorrendo isolados, em pares, tétrades,
cadeias curtas ou como agrupamentos irregulares caracteristicos em forma de
cachos de uvas. S&do imoveis, ndo-esporulados, anaerdbios facultativos, as
colénias geralmente sdo opacas, com coloracdo variavel do branco ao creme e
algumas vezes do amarelo ao laranja (LEME, 2001; BIBERSTEIN & HIRSH,
2003).

Os estafilococos resistem a dessecacdo por semanas, a aguecimento
de até 60°C por 30 minutos, a concentracbes de pH entre 40 e 95 e a
concentracbes salinas de 7,5% utilizadas nos meios seletivos para isola-los
(BIBERSTEIN & HIRSH, 2003). Alguns estafilococos, por possuirem enzimas que
Ihes conferem a capacidade de coagular plasma, séo divididos em coagulase-
positivos e coagulase-negativos, sendo essa caracteristica de suma importancia
na identificagdo das espécies de estafilococos patogénicos em humanos e
animais pelos laboratorios.

Para a diferenciacdo de espécies e subespécies do género
Staphylococcus, as principais caracteristicas utilizadas sdo: diametro da coldnia
em mm (> 5mm), pigmento carotendide da colbnia, crescimento aerobico,
crescimento anaerdbico em tioglicolato, crescimento em &gar contendo 10 e 15%



de cloreto de sdédio (NaCl), crescimento a 15 e 45°C, teste de oxidase (deteccao
do citocromo C), producdo de acido latico a partir de L(+)-isdbmeros e D(-) —
isémeros, producéo de acetoina, teste da aldolase, producéo de acidos a partir de
diversos substratos, presenca de enzima hialuronidase, redugé&o de nitrato, teste
da fosfatase alcalina, coagulase (sangue de coelho), hemdlise, producdo de
DNAse, resisténcia a novobiocina (concentracao inibitéria minima = 1,6 ug/mL) e
testes de catalase, dentre outros (BIBERSTEIN & HIRSH, 2003).

Os estafilococos sdo encontrados normalmente como comensais da
pele e membranas mucosas do homem e outros mamiferos, embora as espécies
produtoras de coagulase (S. aureus, S. hyicus, S. intermedius e S. schleiferi
subsp. coagulans) sejam potencialmente patogénicas para uma grande variedade
de animais, assim como para os seres humanos (WERCKENTHIN et al., 2001,
WEESE et al., 2006).

A espécie S. intermedius € encontrada na pele de caes saudaveis,
enguanto que no ser humano a mais frequente € a S. aureus, podendo ocorrer
ainda, a transmissao de S. aureus entre humanos e caes (COX et al., 1988; LEE
et al., 2003; LOEFFLER et al., 2005; WEESE et al., 2006). O S. intermedius é o
principal agente piogénico de cdes e também ocorre em infec¢des respiratorias,
genitais, hemolinfaticas, dsseas, articulares, auriculares, palpebrais, conjuntivais e
em feridas (BIBERSTEIN & HIRSH, 2003).

As infeccbes piogénicas mistas acometem todos os mamiferos e todos
0S sistemas organicos e a piodermite que pode ser definida como uma condicdo
infecciosa, produtora de pus (ou piogénica), de origem bacteriana que acomete o
tegumento em qualquer nivel de profundidade, tem como a principal espécie
envolvida o S. intermedius, embora S. aureus e S. schleiferi possam ser a origem
em casos de infecgcbes recorrentes (BIBERSTEIN & HIRSH, 2003;
GUARDABASSI et al., 2010).

Quando a cepa envolvida na doenca € multirresistente (resisténcia a
trés ou mais classes diferentes de antimicrobianos), as infec¢des estafilococicas
se tornam mais graves. Atualmente, mesmo com um maior controle dessas
infeccbes e com o uso de antibidticos e associacdes terapéuticas em varias
formas de administracdo, infecgBes estafilococicas continuam sendo causa
comum de bacteremia adquirida na comunidade ou em ambientes hospitalares,

tanto por animais quanto por humanos (LEME, 2001).



A expressdo meticilino-resistente € empregada para designar as cepas
de estafilococos que nado respondem ao tratamento com meticilina e, por
extensdo, as isoxazolilpenicilinas (oxacilina) e as cefalosporinas devido a
resisténcia cruzada aos antibioticos p-lactamicos. A meticilina (2,6-
dimetoxifenilpenicilina) foi a primeira penicilina introduzida na medicina, resistente
a acao inativadora de betalactamases produzidas por estafilococos (PENTEADO
FILHO et al., 2007). A proteina que se liga a penicilina (penicillin-binding protein -
PBP2a ou PBP2’) codificada pelo gene mecA € a responsavel pela resisténcia a
meticilina (NIEMEYER et al., 1996; CHAMBERS, 1997; GORTEL et al., 1999;
WAYNE, 2003).

A resisténcia aos antimicrobianos € um fenbmeno genético,
relacionado a existéncia de genes no microrganismo que codificam diferentes
mecanismos bioquimicos que impedem a acdo das drogas. Uma das origens da
resisténcia é a importacdo dos genes causadores do fenbmeno, consistindo na
resisténcia transferivel ou horizontal (CUNHA, 1998; TAVARES, 2000;
ALTERTHUM, 2005). A transferéncia horizontal do gene mecA em
Staphylococcus spp. tem contribuido para a circulagdo mundial de clones
meticilina-resistentes e multidroga-resistentes (AARESTRUP et al., 2001) e tem
sido apontada como mecanismo comum de resisténcia a farmacos (TRAMPER-
STRANDERS et al., 2007).

Staphylococcus spp. resistentes a meticilina isolados de animais
domésticos tém sido documentados desde a década de 70 (DEVRIESE et al.,
1972) e, mais recentemente, essas cepas tém sido reportadas em isolados
cultivados a partir de infecgcbes de tecidos moles de animais domeésticos
acometidos (DUQUETTE & NUTTALL, 2004; WEESE, 2005). MORRIS e
colaboradores (2006) conseguiram isolar em cées, cepas de S. aureus, S.
intermedius e S. schleiferi resistentes a meticilina. Na Eslovénia, em um estudo
realizado com caes e equinos saudaveis, foram isolados estafilococos coagulase-
negativos resistentes a meticilina (MRCoONS) e S. intermedius resistentes a
meticilina (MRSI) (VENGUST et al., 2006). Na Dinamarca, foram isoladas cepas
de MRCoNS de cées e equinos (BAGCIGIL et al., 2007).

No Brasil, MALUTA e colaboradores (2008) conseguiram isolar duas
cepas de estafilococos MRCoONS de cées (4%) e 18 cepas de MRCONS de seres
humanos (36%) em um hospital veterinario de ensino, porém néo isolaram cepas



de S. aureus e S. intermedius resistentes a meticilina (MRSA e MRSI,
respectivamente). Outro estudo detectou resisténcia em 48,6% dos isolados de
Staphylococcus spp. de diferentes sitios infecciosos de animais de companhia
(PEREIRA et al., 2009). TUNON e colaboradores (2008) isolaram cepas de
Staphylococcus spp. em otites caninas e encontraram 83% de cepas resistentes a
pelo menos um dos antibioticos utilizados.

A resisténcia fenotipica € variavel e depende da expressdo do gene
mecA. Embora a resisténcia mediada pelo gene mecA esteja presente em todas
as células da subpopulacao de estafilococos (da ordem de uma subpopulacédo em
100.000 UFC com CIM entre 4 e 8 mg/mL), esta pode ser expressa somente por
uma pequena porcentagem delas, levando a heterorresisténcia fenotipica, isto €,
duas subpopulacdes (uma sensivel e outra resistente) que podem coexistir dentro
de uma mesma cultura de estafilococos (LINCOPAN & MAMIZUKA, 2007). Os
estafilococos que expressam heterorresisténcia crescem mais lentamente que a
populacdo sensivel a oxacilina e assim, os testes de sensibilidade convencionais,
como o método de difusdo em disco, nem sempre sédo sensiveis o suficiente para
detectar essas populacbes heterorresistentes. O grande problema desse
fendmeno de resisténcia reside na evolucdo de uma terapéutica desfavoravel com
0 surgimento de resisténcia logo ap6s a exposicao ao antibidtico. Atualmente, o
teste de triagem para essas cepas € feito por meio da verificacdo da sensibilidade
a oxacilina e a determinacéo da presenca do gene mecA por técnicas moleculares
utilizando a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (PENTEADO FILHO et al.,
2007).

O aumento da prevaléncia de Staphylococcus spp. resistentes a
meticilina (MRS) e multidroga-resistentes tem se tornado uma dificuldade
adicional para o controle de infec¢gGes causadas por esse agente. As quinolonas
e cefalosporinas sao amplamente utilizadas tanto em medicina quanto em
medicina veterinaria, entretanto, cepas de MRS sdo muitas vezes resistentes a
estes e a outros antimicrobianos dificultando o tratamento das infec¢cdes causadas
por esses microrganismos. A vancomicina € muitas vezes a Ultima opcéo para
combater essas infecgbes (MALUTA et al., 2008).

Devido a transmisséo de estafilococos resistentes a meticilina entre os
animais e o homem (WEESE et al., 2006), o papel dos animais de companhia

como reservatorio de resisténcia antimicrobiana deve ser pesquisado em



profundidade. Essa transmissdo é estimulada pelo contato fisico e pelo fato de
que drogas antimicrobianas utilizadas na clinica de pequenos animais sao
praticamente as mesmas utilizadas em medicina. A disseminacdo de bactérias
multidroga-resistentes aponta para a necessidade da avaliacdo da atividade
antimicrobiana para selecionar o farmaco mais indicado e, assim, minimizar falhas
terapéuticas na conduta clinica veterinaria.

O risco tanto a saude humana quanto a do animal, associado a
possibilidade do surgimento de bactérias resistentes em animais de companhia,
tem sido até agora considerado insignificante. No entanto, ha cada vez mais
provas de que estd surgindo resisténcia relevante do ponto de vista clinico em
bactérias isoladas de pequenos animais, sobretudo cdes (GUARDABASSI et al.,
2004). As principais razdes para preocupacao séo, em ordem de importancia, S.
aureus resistente a meticilina (MRSA) e S. intermedius resistente a meticilina
(MRSI) (GUARDABASSI et al., 2010).

A presenca de estudos relacionados a prevaléncia de MRS em
animais de companhia no Brasil ainda € pequeno, o que torna relevante o
presente trabalho com o objetivo de isolar estafilococos resistentes a meticilina
e/ou multirresistentes da pele de caes saudaveis e com piodermite, bem como
verificar seus respectivos perfis de suscetibilidade a diversos antimicrobianos.
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RESUMO

No presente estudo, foram colhidas 40 amostras de suabes estéreis da pele de
cdes com piodermite e 50 amostras da pele de cédes saudaveis para pesquisar a
presenca de Staphylococcus spp. multirresistentes, identificar e verificar o perfil
de suscetibilidade a antimicrobianos dos isolados. Ao todo, obteve-se 72 isolados
de Staphylococcus spp. de caes, sendo 36 a partir de amostras da pele com
quadro clinico de piodermite e 36 isolados da pele sadia. No grupo de sadios
foram isolados: S. pseudintermedius (50%); S. epidermidis (38,9%); Outros
estafilococos coagulase-negativo (OSCoN) (8,3%) e S. schleiferi sub. coagulans
(2,8%). No grupo de cédes com piodermite foram isolados: S. pseudintermedius
(58,3%); S. epidermidis (25%); S. aureus (11,1%) e OSCoN (5,6%). Em ambos os
grupos, a especie isolada com maior frequéncia foi S. pseudintermedius (54,2%).
As medidas dos halos de inibicdo observadas nos antibiogramas revelaram que
os antibacterianos que mostraram maior inibicdo do crescimento bacteriano (70%
ou mais), foram: Cefalexina (84,7%); Cefoxetina (79,2%); Enrofloxacina (79,2%);
Amoxacilina (75%); Oxacilina (72,2%) e Gentamicina (70,8%). O maior e menor
nivel de resisténcia encontrado foi de 40,3% e 9,7% para a tetraciclina e
cefalexina, respectivamente. A multirresisténcia (resisténcia a trés ou mais
classes de antibidticos) foi verificada em 29,7% dos isolados. Apesar do
isolamento de cepas multirresistentes, os resultados indicaram um alto nivel de
suscetibilidade das mesmas aos antimicrobianos normalmente utilizados no
tratamento de infeccdes estafilococicas.

Palavras-chave: estafilococos, pioderma, suscetibilidade antimicrobiana
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ABSTRACT

In this study, 40 samples of dog skin with pyoderma and 50 skin samples from
healthy dogs were collected by sterile swabs to look for the presence of
Staphylococcus spp. multiresistant, identify and verify the antimicrobial
susceptibility profile of isolates. Altogether, 72 isolates of Staphylococcus
spp. were obtained from dogs, being 36 from samples of skin with clinical isolates
of pyoderma and 36 from healthy skin. S. pseudintermedius (50%), S.epidermidis
(38.9%), other coagulase negative (OCoN) (8.3%) and S. schleiferi sub. coagulans
(2.8%) were isolated in the healthy group. In the group of dogs with pyoderma
S. pseudintermedius (58.3%), S. epidermidis (25%), S. aureus (11.1%) and
OCONS (5.6%) were isolated. In both groups S. pseudintermedius (54.2%) was
the most frequently isolated species. Measurements of the inhibition halos
revealed that the antibacterial that showed higher growth inhibition (70% or more)
were cephalexin (84.7%), cefoxitin (79.2%), enrofloxacin (79.2 %), amoxicillin
(75%), oxacillin (72.2%) and gentamicin (70.8%). The highest and lowest
resistance levels found were 40.3% and 9.7% to tetracycline and cephalexin,
respectively. The multidrug resistance (resistance to three or more classes of
antibiotics) was observed in 29.7% of the isolates. Despite the isolation of
multidrug-resistant strains, our results indicated a high degree of susceptibility to
the antimicrobial agents commonly used to treat staphylococcal infections.

Keywords: staphylococci, pyoderma, antimicrobial susceptibility
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1. INTRODUCAO

A piodermite canina é a principal razdo para o uso de antimicrobianos
pelos clinicos que tratam pequenos animais. De acordo com a profundidade das
lesbes patolégicas as piodermites podem ser definidas como superficiais ou
profundas, e no geral, em ambas, a espécie Staphylococcus intermedius esta
associada, embora S. aureus e S. schleiferi possam ser a origem em casos de
infeccdes recorrentes (PIANTA et al., 2006; GUARDABASSI et al., 2010).

A patogenia da piodermite apresenta trés pontos importantes: (a) a
superficie da pele dos caes é colonizada por bactérias comensais que estédo
adaptadas ao microambiente tanto da camada cornea superficial como do foliculo
piloso, sendo o S. intermedius a espécie bacteriana mais frequentemente
encontrada; (b) o cdo apresenta uma camada cérnea mais delgada e compacta
em comparagcdo a camada cérnea de outras espécies, o infundibulo do foliculo
piloso canino é aberto e ndo apresenta tampéao sebaceo e (c) uma pele inflamada
com escoriacdo ou seborréia (alergias, endocrinopatias) € colonizada por
estafilococos coagulase-positivos mais rapidamente do que a pele sadia (PIANTA
et al., 2006).

O S. intermedius € um comensal normal do cdo, e a infeccdo é
secundéria a causas subjacentes de naturezas diferentes, sobretudo defeitos de
cornificacdo, alergias (atopia, dermatites imunoldgicas, etc.), ectoparasitismo e
endocrinopatias (HAJEK, 1976; HOEKSTRA & PAULTON, 2002; GANIERE et al.,
2005; JONES et al., 2007; HAUSCHILD & WOJCIK, 2007; SASAKI et al., 2007a;
GUARDABASSI et al., 2010). Porém, relatorios recentes indicaram que as cepas
identificadas fenotipicamente como S. intermedius podem incluir ndo sé o S.
intermedius propriamente dito, como também duas novas espécies de
estafilococos coagulase-positivo, S. pseudintermedius e S. delphini. De fato, a
maioria deles foram identificados como linhagens de S. pseudintermedius e ndo
S. intermedius, mostrando que aquele é a causa comum de piodermite canina e
nao este (BANNOEHR et al., 2007; SASAKI et al., 2007b). Assim, o patdogeno
canino pode ser reclassificado como S. pseudintermedius (GUARDABASSI et al.,
2010).

Devido a complexa etiologia, a terapia da piodermite é um desafio, e a

prevencdo de infeccOes recorrentes exige a identificacdo e a eliminacdo das
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principais causas subjacentes. A piodermite pode ser controlada com terapia
antimicrobiana e muitos antimicrobianos, como as cefalosporinas de primeira
geracdo (cefalexina e cefadroxil), amoxicilina associada a acido clavulanico e
fluorquinolonas (enrofloxacina, marbofloxacina, difloxacina e orbifloxacina),
possuem atividade eficiente contra S. intermedius e excelente distribuicdo na
pele. Esses agentes antimicrobianos s&o muito eficazes no tratamento de
piodermite canina e com frequéncia sao utilizados para tratamento empirico. No
entanto, tendo em vista o crescente risco de resisténcia, esses agentes s6 devem
ser utilizados quando a resisténcia a outros agentes é provavel. Uma vez que
infeccbes  primarias sdo raramente  associadas com  estafilococos
multirresistentes, outros agentes antimicrobianos podem ser escolhidos de modo
empirico nesses casos (GANIERE et al., 2005; INTORRE et al., 2007; JONES et
al., 2007; LYSKOVA et al., 2007; PEDERSEN et al., 2007; GUARDABASSI et al.,
2010).

Alguns estudos demonstraram que os estafilococos multirresistentes
(resistentes a trés ou mais classes de antimicrobianos) estdo cada vez mais
presentes nas piodermites caninas. Essa multirresisténcia aos antimicrobianos
tem causado falhas terapéuticas na clinica médica de pequenos animais e,
potencialmente, problemas zoonéticos devido ao contato fisico entre 0 homem e
animais de companhia (caes e gatos). No entanto, existem poucas publicacdes
recentes sobre suscetibilidade antimicrobiana de Staphylococcus sp. isolados de
cades no Brasil (KANIA et al., 2004; SASAKI et al., 2005; JONES et al., 2007;
SASAKI et al., 2007b; HANSELMAN et al., 2008; WEESE & VAN DUIJKEREN,
2010).

O objetivo deste estudo foi verificar a frequéncia de isolamento e o
perfil de suscetibilidade a diversos antimicrobianos de Staphylococcus spp.

provenientes da pele de caes saudaveis e com piodermite.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Local, periodo e colheita das amostras

A etapa de colheita de material foi realizada no Hospital Veterinario da

Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ) da Universidade Federal de Goias (UFG)
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no periodo de setembro a novembro de 2010, empregando-se animais atendidos
na rotina hospitalar e apos aprovacdo do Projeto de Pesquisa pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Federal de Goias (protocolo N°: 103/10)
(Anexo 1).

Ao total, foram realizadas 90 colheitas de suabes estéreis a partir da
pele de 90 caes distintos, todos da idade adulta e independente de raga ou sexo,
assim distribuidos: 40 caes com quadro clinico de piodermite e 50 caes sadios.

Apos a colheita, os suabes identificados eram acondicionados em
tubos esterilizados e imediatamente encaminhados ao Laboratorio de
Microbiologia da EVZ/UFG.

2.21solamento e identificacdo

O isolamento de Staphylococcus spp. foi realizado de acordo com
TERNES (2010) com pequenas modificagdes, onde as amostras foram semeadas
em manitol dgar salgado (Mannitol Salt Agar), agar nutriente (Nutriente Agar -
NA), agar screening (Mueller-Hinton) acrescido de 5 yg/mL de oxacilina e NaCl
(5%) e em agar caldo TSB (Tripticase Soy Broth) acrescido de oxacilina (5 ug/mL)
e NaCl (5%), com posterior incubacao a 37°C por 24 a 48 hs.

As coldnias que apresentaram crescimento com borda bem delimitada,
com coloracdo branca, acinzentadas a transparentes, foram transferidas para
agar nutriente (AN) e incubadas a 37°C por 24 horas. Posteriormente, todos os
isolados foram submetidos a coloracdo de Gram, sendo selecionados aqueles
que apresentaram-se sob a forma de cocos Gram-positivos isolados, em pares
e/ou dispostos em cachos e positivos.

Os cocos Gram-positivos isolados foram submetidos ao teste da
catalase, utilizado para diferenciar os géneros Staphylococcus e Streptococcus.
Sobre uma lamina depositou-se uma alcada de cultivo bacteriano puro e
adicionou-se uma gota de peréxido de hidrogénio (H»,0O,) a 2% verificando-se o
rapido aparecimento de bolhas de gas ou efervescéncia, que se considera prova
positiva para Staphylococcus/Micrococcus (TERNES, 2010).

A prova de suscetibilidade a bacitracina foi realizada pra diferenciar o
género Micrococcus do Staphylococcus, haja vista que ambos possuem as

mesmas caracteristicas fenotipicas com relacdo as provas da catalase e
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coagulase. Para a realizagcdo desta prova foi preparada uma suspensao
bacteriana com turvacdo equivalente ao padrdo 0,5 da escala de McFarland
(1,5x108UFC/mL). Essa suspensdo foi semeada sobre a superficie do &gar
Mueller-Hinton e um disco de bacitracina de 0,04U foi depositado sobre a
superficie do meio. A placa foi incubada a 37°C por 24 horas e posteriormente o
diametro do halo de inibicdo foi medido. Staphylococcus sdo resistentes a
bacitracina e crescem até a borda do disco, enquanto que Micrococcus sdo
sensiveis e apresentam halo de 10 mm ou maiores (TERASAWA, 2006).

Para caracterizar os Staphylococcus spp. em coagulase positivo ou
negativo foi realizada a pesquisa da enzima coagulase por meio da metodologia
em tubo, utilizando plasma de coelho liofilizado (Newprov®). Uma alcada de
colénia pura, repicada em AN e incubada por 24 horas a 37°C foi inoculada em
0,3 mL de plasma reconstituido em solucdo salina estéril. As leituras foram
realizadas em duas, quatro, seis e 24 horas de incubacdo. A formacéo de coagulo
para qualquer tempo analizado foi considerado como prova positiva (TERNES,
2010).

Outra prova utilizada para caracterizar as espécies do género
Staphylococcus foi a prova da DNAse. A enzima DNAse foi detectada semeando-
se, em forma de estria densa, colbnias do microrganismo em meio para DNAse,
preparado segundo especifica¢des do fabricante. ApGs o periodo de incubacéo de
24 horas a 37°C, observou-se a formacdo de um halo claro ao redor da
semeadura (prova positiva), indicando a hidrélise do DNA.

Para a realizacdo do teste de Voges-Proskauer (VP), uma alcada de
cada colbnia isolada foi depositada em tubos de hemolise com tampas de algodao
estéreis contendo 1mL de meio de Clark e Lubs (caldo glicose tamponado)
esterilizado. Os tubos inoculados com o repique foram incubados a 37°C por 24
horas, apds esse tempo foram destampados e adicionou-se 0,6mL de solucao
alcoodlica 5% de a-naftol e 0,2mL de solugédo 40% de KaOH, nessa ordem. Os
tubos foram agitados para expor o meio ao oxigénio e mantidos em repouso por
15 minutos. O desenvolvimento de uma linha avermelhada na parte superior do
tubo foi considerado resultado positivo, indicando a presenca de diacetina, o
produto de oxidacdo da acetoina (MAC FADDIN, 1976; KONEMAN et al., 2001).

A fermentacdo da maltose e trealose foi outra prova realizada; neste

caso o0s carboidratos foram incorporados a um meio basico, sendo a
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concentracéo final de 1%. Foi verificada a capacidade de fermentar: a mudanca
de cor do meio para o vermelho/rosa foi considerado como prova positiva e sem
alteracdes como prova negativa (TERASAWA, 2006).

As provas descritas anteriormente permitiram o0 isolamento e
identificacdo das espécies de Staphylococcus spp. (S. aureus; S.
pseudintermedius; S. schleiferi sub. coagulans; S. epidermidis; S. schleiferi sub.
schleiferi e outros estafilococos coagulase-negativo) segundo uma chave de
identificacdo feita por TERASAWA (2006), as amostras foram identificadas e
congeladas em duplicata em TSB suplementado com 20% glicerol e estocados a
— 70°C.

2.3 Testes de sensibilidade a antimicrobianos

O método de disco-difuséo foi utilizado para testar a suscetibilidade dos
isolados frente aos seguintes antimicrobianos: oxacilina (1ug), cefoxitina (30ug),
amoxacilina (10ug), cefalexina (30ug), clindamicina (2ug), ciprofloxacina (5ug),
eritromicina (15ug), enrofloxacina (5ug), gentamicina (10ug), sulfametazol-
trimetoprim (25ug) e tetraciclina (30ug).

De acordo com as recomendagbes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI, 2010), uma suspensao bacteriana de cada isolado, com
turvacdo equivalente & escala 0,5 de MacFarland (1,5 x 10°UFC/mL), foi
inoculada na superficie do agar Mueller-Hinton. Os discos de antimicrobianos
utilizados foram depositados na superficie do meio com auxilio de uma pinca
estéril. A leitura foi realizada ap0s 18-24h de incubagéo das placas a 37°C, pela
medida dos halos de inibicdo, com a utilizacdo de régua milimetrada. Os
didmetros obtidos em milimetros foram comparados com uma tabela (CLSI,
2010).

3. RESULTADOS
Ao todo, obteve-se 72 isolados de Staphylococcus spp. da pele de

caes, sendo 36 a partir de amostras da pele com quadro clinico de piodermite
(Grupo 1) e 36 isolados da pele sadia (Grupo 2) (Tabela 1).
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No grupo de sadios foram isolados: S. pseudintermedius 50% (18/36);
S. epidermidis 38,9% (14/36); outros estafilococos coagulase-negativo (OSCoN)
8,3% (3/36) e S. schleiferi sub. coagulans 2,8% (1/36). No grupo de céaes com
piodermite foram isolados: S. pseudintermedius 58,3% (21/36); S. epidermidis
25% (9/36); S. aureus 11,1% (4/36) e outros estafilococos coagulase-negativo
(OSCoN) 5,6% (2/36) (Tabela 1).

O programa utilizado para andlise dos dados foi SPSS versao 15.0 for
Windows. O teste qui-quadrado (3?) (nivel de significancia a<0,05) foi utilizado
para comparar a frequéncia dos Staphylococcus spp. entre os dois grupos, porém
nao houve diferencga significativa (p=0,164).

TABELA 1 — Frequéncia das espécies de Staphylococcus isoladas da pele de

cées com piodermite e aparentemente saudaveis

Grupo 1 Grupo 2 Total
Isolado

n(%) n(%) n(%)
S. pseudintermedius 21 (58,3) 18 (50) 39 (54,2)
S. epidermidis 9 (25) 14 (38,9) 23 (31,9)
OSCoN 2 (5,6) 3(8,3) 5(6,9)
S. aureus 4(11,1) 0 (0) 4 (5,6)
S. schleiferi sub.

0(0) 1(2,8) 1(1,4)
coagulans
Total n(%) 36 (100) 36 (100) 72 (100)

Grupo 1 - isolados de cdes com piodermite; Grupo 2 - isolados de cédes com pele
saudavel; OSCoN - outros estafilococos coagulase-negativo

A suscetibilidade a antimicrobianos foi avaliada pelo método de difusao
em agar estabelecido pelo CLSI (CLSI, 2010), observando o0s seguintes
resultados: Cefalexina 84,7% (61/72); Enrofloxacina 79,2% (57/72); Cefoxitina
79,2% (57/72); Amoxacilina 75% (54/72); Oxacilina 72,2% (52/72); Gentamicina
70,8% (51/72); Ciprofloxacina 61,1% (44/72); Sulfametazol-trimetoprim 61,1%
(44/72); Tetraciclina 55,6% (40/72); Clindamicina 54,2% (39/72); Eritromicina
52,8% (38/72) (Tabela 2).

Para a resisténcia: Tetraciclina 40,3% (29/72); Eritromicina 34,7%
(25/72); Clindamicina 33,3% (24/72); Ciprofloxacina 26,4% (19/72); Oxacilina
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23,6% (17/72); Sulfametazol-trimetoprim 22,2% (16/72); Cefoxitina 20,8% (15/72);
Gentamicina 15,3% (11/72); Amoxacilina 12,5% (9/72); Enrofloxacina 12,5%
(9/72); Cefalexina 9,7% (7/72) (Tabela 2).

A suscetibilidade a antimicrobianos por grupo é apresentada na Tabela
2. Nao houve diferenca significativa entre os grupos para cada antibiotico testado,
exceto para sulfametazol-trimetoprim (SUT) (p=0,014).

TABELA 2 — Perfil de suscetibilidade aos antimicrobianos dos isolados de
Staphylococcus spp. por grupo

Antibidtico Sensivel Intermediario Resistente
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
36 (100%) 36 (100%) 36 (100%) 36 (100%) 36 (100%) 36 (100%)
OXA 28 (77,8) 24 (66,7) 2 (5,6) 1(2,8) 6 (16,7) 11 (30,6)
AMO 29 (80,6) 25 (69,4) 3(8,3) 6 (16,7) 4(11,1) 5(13,9)
CFE 31(86,1) 30(83,3) 2 (5,6) 2 (5,6) 3(8,3) 4 (11,1)
CFO 30 (83,3) 27 (75) 0 (0) 0 (0) 6 (16,7) 9 (25)
CLI 21 (58,3) 18 (50) 2 (5,6) 7(19,4) 13(36,1) 11(30,6)
CIP 20 (55,6) 24 (66,7) 3(8,3) 6 (16,7) 13(36,1) 6(16,7)
ERI 20 (55,6) 18 (50) 4(11,1) 5(13,9) 12(33,3) 13(36,1)
ENO 25(69,4) 32(88,9) 5(13,9 1(2,8) 6 (16,7) 3(8,3)
GEN 23(63,9) 28(77,8) 7(19,4) 3(8,3) 6 (16,7) 5(13,9)
SUT 16 (44,4) 28 (77,8) 9 (25) 3(8,3) 11(30,6) 5(13,9)
TET 21 (58,3) 19(52,8) 3(8,3) 0 (0) 12 (33,3) 17 (47,2)

Grupo 1 - isolados de cdes com piodermite; Grupo 2 - isolados de cédes com pele
saudavel; OXA - oxacilina; AMO - amoxacilina; CFE -cefalexina; CFO - cefoxetina;
CLI - clindamicina; CIP - ciprofloxacina; ERI - eritromicina; ENO - enrofloxacina;
GEN - gentamicina; SUT - sulfametazol-trimetoprim; TET — tetraciclina

A multirresisténcia (resisténcia a trés ou mais classes de antibidticos)
foi verificada em 29,7% (21/72) dos isolados (Quadro 1). Um isolado de S.
pseudintermedius apresentou resisténcia a quase todos os antibibticos testados
(Quadro 1). O percentual de resisténcia aos antibidticos B-lactamicos testados,
dentro dos isolados multirresistentes, foi de 71,4% (15/21). Entre as cepas que
apresentaram multirresisténcia (29,7%), 43% (9/25) foram resistentes a uma
classe dos antibioticos de escolha nas piodermites (penicilinas, fluoroquinolonas e
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cefalosporinas), 14,3% (3/21) foram resistentes a duas classes e 43% (9/21) as
trés classes, concomitantemente.

QUADRO 1 - Perfil de resisténcia a multiplos antimicrobianos em 25 isolados de
Staphylococcus spp.

N° | Grupo Espécie do isolado de Antibioticos
Staphylococcus spp.

1 1 S.aureus OXA?®, CFE, CFO°®, CLI‘ CIP®, ERI'

2 1 S. epidermidis CLI, CIP, ERI

3 1 S. epidermidis OXA, CFE, CFO, CLlI, CIP, GEN®

4 1 S. pseudintermedius CLI, ERI, SUT"

5 1 S. pseudintermedius OXA, AMO',CFO, CLI, CIP, GEN

6 1 S. pseudintermedius OXA, CFO, CLI, CIP

7 1 S. pseudintermedius OXA, CFO, CLI, CIP, ERI, GEN, TET

8 1 S. pseudintermedius CLI, CIP, ERI, ENO*

9 1 S. pseudintermedius CLI, CIP, ERI, ENO, TET

10 1 S. pseudintermedius OXA, CFE, CFO, CLlI, CIP, ENO, SUT, TET

11 1 S. pseudintermedius AMO, ERI, SUT, TET

12 2 S. epidermidis OXA, CLI, TET

13 2 S. epidermidis OXA, CFO, GEN, TET

14 2 S. epidermidis CLlI, CIP, ERI, GEN

15 2 S. epidermidis AMO, CLI, ERI, GEN, SUT, TET

16 2 S. pseudintermedius CLI, CIP, SUT

17 2 S. pseudintermedius AMO, CLI, CIP, ERI, TET

18 2 S. pseudintermedius OXA, CFO, CLI, CIP, ERI, ENO, SUT, TET

19 2 S. pseudintermedius* OXA, AMO, CFE, CFO, CLI, CIP, ERI,
ENO,GEN, SUT, TET

20 2 S. pseudintermedius OXA, CFE, CFO, ERI, GEN

21 2 S. pseudintermedius OXA, CFO, ERI, ENO, TET

22 2 OSCoN** OXA, CFO, CLI

23 2 OSCoN** OXA, CFE, CFO

24 2 S. pseudintermedius** OXA, CFE, CFO, TET

25 2 S. pseudintermedius** OXA, CFO, CIP

Numero 1-21:. isolados multirresistentes; Grupo 1 - isolados de caes com
piodermite; Grupo 2 - isolados de cdes com pele saudavel;, OSCoN - outros
estafilococos  coagulase negativo; “oxacilina; P“cefalexina; C‘cefoxetina;
dclindamicina;_ ®ciprofloxacina; 'eritromicina;  %gentamicina;  "sulfametazol-
trimetoprim; 'amoxacilina; ’tetraciclina “enrofloxacina; *resisténcia a todos os
antibioticos testados; **isolados sem perfil de multirresisténcia
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4. DISCUSSAO

No presente estudo, a espécie de bactéria mais frequentemente
isolada da pele dos cées foi a S. pseudintermedius (54,2%). Tanto no grupo de
animais sadios (50%) quanto no grupo de animais com piodermite (58,3%), esta
espécie apresentou a maior frequéncia, podendo ser considerada, seguramente,
como a principal espécie envolvida nos processos inflamatorios da pele nos céaes.
Estes resultados vdo ao encontro das afirmacfes de COX et al. (1988),
BIBERSTEIN & HIRSH (2003), LEE et al. (2003), LOEFFLER et al. (2005),
SASAKI et al. (2005), PIANTA et al. (2006) WEESE et al. (2006), BANNOEHR et
al. (2007), SASAKI et al. (2007b), GRIFFETH et al. (2008), VANNI et al. (2009) e
GUARDABASSI et al. (2010), que apresentaram o S. pseudintermedius como
sendo a espécie de maior prevaléncia encontrada na pele de caes saudaveis e o
principal agente bacteriano responsavel pelo desenvolvimento de piodermite
canina.

A espécie S. aureus € encontrada como um comensal da pele de seres
humanos, porém no presente trabalho foram isolados quatro (11,1%) desta
espécie no grupo de caes com piodermite. O fato de terem sido isolados S.
aureus em caes, sugere a possibilidade de ter ocorrido uma transmissao
horizontal, porém os dados ndo sdo suficientes para que se confirme essa
transmissdo. Em contrapartida, no grupo de cades sadios ndo conseguiu-se
nenhum isolado da espécie em questdo. Essa frequéncia estd proxima da
encontrada por GRIFFETH e colaboradores (2008), que isolaram 12% de S.
aureus em caes com pele inflamada, enquanto SASAKI e colaboradores (2007a)
isolaram dos pacientes (cdes) de um hospital veterinario de ensino no Japao
cinco linhagens (8,8%) de S. aureus e BOOST e colaboradores (2007)
encontraram 8,8% de S. aureus em cées.

Outra espécie de estafilococos coagulase-positivo isolada foi o S.
schleiferi subsp. coagulans, porém apenas um isolado da espécie foi identificado
no grupo de animais sadios (2,8%). Embora S. aureus e S. schleiferi estejam mais
envolvidos em casos de infecgOes recorrentes conforme afirmaram BIBERSTEIN
& HIRSH (2003) e GUARDABASSI et al. (2010), a espécie S. schleiferi foi isolada
em um animal saudavel, provavelmente vivendo como um comensal da pele do

mesmo. Ja as espécies de S. aureus foram encontradas no grupo de animais que
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apresentaram piodermite. Provavelmente, esses quatro animais (Tabela 1)
adquiriram essas cepas de seus proprietarios ou até mesmo, na comunidade em
que vivem. Pelo fato de S. aureus ndo ser um comensal comumente encontrado
na pele de cédes, evidencia-se uma possivel transmissdo bacteriana humano-
animal.

Segundo MANIAN (2003), VAN DUIJKEREN e colaboradores (2005),
WEESE e colaboradores (2006) e GUARDABASSI e colaboradores (2010), a
transmissao para animais de estimacdo tem sido associada a casos de infeccdo
por S. aureus em proprietarios de animais de companhia e veterinarios. A
transmisséo da infecgdo do animal para o homem também tem sido documentada
por VAN DUIJKEREN e colaboradores (2003) e VITALE e colaboradores (2006).
De uma forma geral, esses dados indicam que, embora 0 S. aureus em cées
possa ter origem em humanos, esses animais podem atuar como reservatorios
para a disseminacdo dos patégenos na comunidade.

Em contrapartida, GOODACRE e colaboradores (1997) observaram
pessoas como portadoras assintomaticas de S. intermedius devido ao contato
fisico com cées e correlacionaram a cepa identificada de cada pessoa com a do
seu respectivo animal de estimacdo. Em outro estudo, GUARDABASSI e
colaboradores (2004) verificaram a transmissao de S. intermedius entre caes que
sofriam de pioderma profunda e seus proprietarios, o que resultou em humanos
assintomaticos que serviam de carreadores dessa bactéria. Esse estudo também
constatou que o isolamento de S. intermedius de proprietarios de caes foi
significativamente maior do que de um grupo controle (pessoas que nao possuiam
animais de companhia). O primeiro caso de transmissdo zoonadtica patogénica de
S. intermedius foi confirmado por TANNER e colaboradores (2000), por meio da
andlise do gene 16S rRNA de culturas isoladas tanto da infeccdo do proprietario
guanto da orelha e microbiota natural do seu cdo. VAN HOOVELS e
colaboradores (2006) reportaram uma infeccdo estafilococcica em humano
causada por S. pseudintermedius, evidenciando o carater zoondtico destas
bactérias.

O percentual total de estafilococos coagulase-negativo (S. epidermidis
e OSCoN) isolado foi de 38,9% (28/72). A espécie de SCoN mais frequentemente
isolada foi a S. epidermidis 31,9% (23/72). O S. epidermidis foi isolado com maior

porcentagem a partir da pele dos cédes sadios 38,9% (14/36) do que da pele dos
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cdes com piodermite 25% (9/36). MACHADO (2007) afirmou que, embora
presente, esta espécie de SCoN ndo € a mais comumente relacionada como
agente causal das piodermites caninas e nos humanos € mais associada a
infecgBes em geral. Entretanto, os resultados obtidos neste estudo sugerem que o
S. epidermidis mostrou-se como 0 mais importante patégeno envolvido nas
piodermites caninas depois do S. pseudintermedius.

No presente trabalho n&o foi isolado o S. schleiferi subsp. schleiferi,
outra espécie de estafilococos coagulase-negativo (SCoN). Apesar de lhes
faltarem muitos dos fatores de viruléncia que sdo associados aos estafilococos
coagulase-positivo (SCoP), os SCoN também podem ser patogénicos e causarem
infeccbes. SCoN, particularmente o S. schleiferi subsp. schleiferi, foram isoladas
de piodermites e infeccGes de feridas em animais por FRANK e colaboradores
(2003), KANIA e colaboradores (2004) e VENGUST e colaboradores (2006).

O percentual de SCoP (S. aureus, S. pseudintermedius e S. schleiferi
subsp. coagulans) foi maior que o de SCoN (S. epidermidis e OSCoN),
respectivamente, 61,1% e 38,9%. O maior numero de isolados SCoP também foi
verificado dentro de cada grupo, porém, nos cées afetados com piodermite esse
percentual foi relativamente maior, 69,4% contra 52,7% do grupo dos sadios.
Estes dados corroboram com a literatura, onde varios trabalhos, cita-se
LOEFFLER et al. (2005), SASAKI et al. (2005), PIANTA et al. (2006) WEESE et
al. (2006), BANNOEHR et al. (2007), SASAKI et al. (2007a), GRIFFETH et al.
(2008), MALUTA et al. (2008) e VANNI et al. (2009), mostraram um perfil de
isolamento maior de SCoP (principalmente o S. pseudintermedius) envolvidos nos
processos infecciosos de pele em cées.

As medidas dos diametros de inibicdo observadas nos antibiogramas
revelaram que os antibacterianos que mostraram maior inibicdo do crescimento
bacteriano (70% ou mais), foram: Cefalexina (84,7%); Cefoxitina (79,2%);
Enrofloxacina (79,2%); Amoxacilina (75%); Oxacilina (72,2%) e Gentamicina
(70,8%). Para todos os antibidticos testados o nivel de suscetibilidade foi superior
a 50%. O maior e menor nivel de resisténcia encontrado foi de 40,3% e 9,7% para
a tetraciclina e cefalexina, respectivamente. Este dado é importante, pois a
cefalexina é, dentre as cefalosporinas, a de escolha no tratamento das
piodermites, conforme afirmaram GUARDABASSI e colaboradores (2010).
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O nivel de resisténcia dos Staphylococcus sp. neste estudo frente a
amoxacilina (12,5%) foi menor em relacdo ao trabalho realizado somente com
isolados de caes com piodermite (52,4%) por FUKATA e colaboradores (2010) e,
embora ndo demonstre alta resisténcia, causa preocupacdo, pois esse [3-
lactamico, muitas vezes associado ao acido clavulanico, tem sido amplamente
utilizado na prética veterinaria. A diminuicdo na sua eficiéncia pode comprometer
o tratamento das doencas de origem bacteriana (piodermites), além disso,
juntamente com as cefalosporinas e quinolonas (também muito utilizadas),
poderiam auxiliar a selecdo e o0 consequente aparecimento de MRS ou
multirresistentes, segundo conclusdes de LOEFFLER e colaboradores (2005).

O fato de terem sido observadas diferencas significativas na
sensibilidade ao antimicrobiano sulfametazol-trimetoprim (p<0,05) e estafilococos
multirresistentes (29,7%) entre as cepas isoladas nos dois grupos de caes, sugere
a importancia da realizacdo de testes de suscetibilidade antimicrobiana nas

piodermites caninas.

5. CONCLUSAO

S. pseudintermedius € a espécie bacteriana de maior frequéncia nos
casos de piodermite canina estudados.

O isolamento de cepas multirresistentes neste estudo indicam evidente
suscetibilidade das mesmas aos antimicrobianos normalmente utilizados no

tratamento de infec¢Bes estafilococicas.
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RESUMO

No ano de 2010 foram estudadas 72 amostras de Staphylococcus spp. obtidas de
caes atendidos no Hospital Veterinario da Escola de Veterinaria e Zootecnia da
UFG, 36 isolados de piodermite em variadas fases de evolucédo e extensédo e 36
isolados de pele sadia. Os estafilococos isolados dos animais foram selecionados
para a resisténcia a meticilina (MR) por triagem em agar oxacilina (n=17).
Cepas resistentes a oxacilina foram testadas para a presenca do gene mecA pela
reacdo em cadeia da polimerase (PCR), e sua sensibilidade aos antimicrobianos
foi testada usando um método de difusdoem agar. Os resultados obtidos
mostraram que Staphylococcus pseudintermedius resistentes a meticilina (MRSP)
(64,7%; 11/17) foi a espécie mais prevalente. Uma cepa de S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) foi isolada da pele de um c&o com piodermite. Os
antibiogramas revelaram que o antibacteriano mais eficaz, por apresentar mais de
70% de sensibilidade, foi amoxacilina. A multirresisténcia (resisténcia a trés ou
mais classes de antibidticos) foi verificada em 70,6% (12/17) dos isolados. A
expressdao do gene mecA em isolados de Staphylococcus spp. oxacilina e
multidroga-resistentes pode reduzir a eficiéncia de outros antibidticos quando
esses agentes estdo envolvidos na etiologia dos processos infecciosos de pele
nos caes. O isolamento de uma cepa de MRSA em um cdo com piodermite
demonstrou que os cdes podem atuar como reservatorios e posteriormente
disseminarem esses patégenos na comunidade.

Palavras-chave: estafilococos, multirresisténcia, oxacilina, pioderma
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ABSTRACT

A total of 72 strains of Staphylococcus spp. obtained from dogs in the Veterinary
Hospital of the School of Veterinary and Animal Science of UFG were studied in
2010, being 36 isolates of pyoderma in varied stages of development and
extension and 36 isolates from healthy skin. Staphylococci sp. isolated from the
animals were screened for methicillin resistance (MR) by oxacillin screening agar
(n = 17). Oxacillin-resistant strains were tested for the presence of mecA gene by
polymerase chain reaction (PCR), and their antimicrobial susceptibility was tested
using an agar diffusion method. The results showed that methicillin-resistant
Staphylococcus pseudintermedius (MRSP) (64.7%) was the most prevalent
species. A strain of methicillin-resistant Staphylococcus aureus (MRSA) was
isolated from the skin of a dog with pyoderma. The antibiograms showed that
amoxicillin was the most effective antibacterial, because it presented more than
70% sensitivity. The multidrug resistance (resistance to three or more classes of
antibiotics) was observed in 70.6% (12/17) of isolates. The expression of mecA in
Staphylococcus spp. oxacillin and multidrug-resistant strains may reduce the
effectiveness of other antibiotics when these agents are involved in the etiology of
infectious processes in dog skin. The isolation of a strain of MRSA from the skin of
a dog with pyoderma showed that dogs can act as reservoirs and then
disseminate these pathogens in the community.

Keywords: staphylococci, multidrug resistant, oxacillin, pyoderma
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1. INTRODUCAO

A piodermite pode ser definida como uma inflamacdo cutanea
piogénica associada a infeccéo bacteriana, onde o Staphylococcus intermedius &
0 agente etiologico mais comumente isolado. E a dermatopatia mais
frequentemente diagnosticada na clinica canina, podendo ser classificada como
superficial, quando o processo infeccioso ndo atinge a camada basal da
epiderme, ou profunda, quando ha destruicdo dessa camada (PIANTA et al.,
2006).

Apesar do S. intermedius ser o principal agente etiolégico envolvido
nas piodermites, outros estafilococos coagulase-positivo (CoPS) tais como S.
schleiferi e S. aureus ja foram isolados a partir da pele de cdes acometidos por
piodermas (BES et al., 2002; FRANK et al., 2003; JONES et al., 2007), embora,
estejam mais envolvidos em casos de piodermites recorrentes (GUARDABASSI et
al., 2010).

O tratamento da piodermite canina geralmente envolve a terapia
antimicrobiana. Os antimicrobianos mais utilizados sdo as fluoroquinolonas
(enrofloxacina, marbofloxacina, difloxacina e orbifloxacina), cefalosporinas de
primeira geracdo (cefalexina e cefadroxil) e amoxicilina associada a &cido
clavulanico devido a excelente atividade contra S. intermedius e a distribuicdo na
pele (GUARDABASSI et al.,, 2010). Acima de tudo, a cefalexina tem sido
recomendada como primeira escolha na terapia da piodermite canina (MASON &
KIETZMANN, 1999).

A terapia sistémica € recomendada para ambos o0s casos de
piodermites, superficiais e profundas. O tratamento topico antibacteriano funciona
como uma terapia adjuvante, mas a sua eficacia como terapia Unica também tem
sido demonstrada em casos de piodermites superficiais caninas. Os animais que
sofrem de infeccdo estafilococica na pele tém muitas doengas concomitantes
(defeitos de cornificacdo, alergias, ectoparasitismo, endocrinopatias) que
predispdem a persisténcia da infeccdo bacteriana ou infecgbes recorrentes que
exigem grandes quantidades de drogas antimicrobianas (IHRKE, 1986;
LOEFFLER et al., 2007).

O uso clinico prolongado de antimicrobianos acaba selecionando
bactérias resistentes, incluindo o S. intermedius (SCHWARZ & NOBLE, 1999;
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GUARDABASSI et al., 2004). Atualmente, os microrganismos multirresistentes
apresentam particular interesse em medicina humana e veterinaria. COOMBS e
colaboradores (2004) definiram a multirresisténcia quando o microrganismo
apresenta resisténcia in vitro a pelo menos trés diferentes classes de
antimicrobianos, além de antibiéticos B-lactamicos.

Ao longo dos ultimos anos, alguns estudos realizados em varios paises
relataram aumento da resisténcia antimicrobiana entre os estafilococos isolados
de infec¢cBes caninas, incluindo resisténcia a meticilina, fluoroquinolonas e varios
outros agentes antimicrobianos (COOMBS et al., 2004; MORRIS et al., 2006b;
JONES et al., 2007). A resisténcia in vitro a meticilina (ou oxacilina) € usada como
um marcador para a alta resisténcia de S. aureus em humanos nas infeccfes
hospitalares. Em estafilococos, essa resisténcia € conferida por uma baixa
afinidade de ligacdo da proteina que se liga a penicilina (penicillin-binding protein -
PBP2a ou PBP2’) codificada pelo gene mecA (NIEMEYER et al., 1996;
CHAMBERS, 1997; GORTEL et al., 1999; WAYNE, 2005).

A amplificacdo de DNA a partir de “primers” ou iniciadores especificos
€ muito Util para se estabelecer o perfil de resisténcia das linhagens mediante o
uso de diversos antimicrobianos por meio da deteccdo de genes de resisténcia
em microrganismos isolados de amostras clinicas. Os testes moleculares, dentre
eles a reacdo em cadeia da polimerase (PCR), podem ser usados como
referéncia, inclusive para se avaliar novas técnicas que determinam a referida
resisténcia (TENOVER et al., 1995; NEVES et al., 2007).

A ocorréncia de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) cada vez
mais tem sido documentada em caes e gatos (O’MAHONY et al., 2005; MORRIS
et al., 2006a; MORRIS et al., 2006b; BOOST et al., 2007; GRIFFETH et al., 2008).
A resisténcia desse patégeno é preocupante em medicina devido a elevada
morbidade e mortalidade em todo o mundo. Os animais, assim como humanos,
podem ser portadores assintomaticos de MRSA na superficie da pele e mucosas.
Além de apresentarem resisténcia a todas as penicilinas e cefalosporinas, essas
bactérias sdo, com frequéncia, resistentes a fluoroquinolonas, aminoglicosideos,
tetraciclinas, macrolideos e lincosaminas (GUARDABASSI et al., 2010).

S. intermedius resistentes a meticilina (MRSI) tem sido detectado em
cées e gatos de varios paises (Eslovénia, Estados Unidos, Canada, Alemanha e
Suécia) (AUTHIER et al., 2006; LOEFFLER et al., 2007; BOOST et al., 2007;
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GRIFFETH et al., 2008; GUARDABASSI et al., 2010). De surgimento recente, 0s
S. intermedius resistentes a fluorquinolonas ou cefalosporinas ainda sé&o pouco
frequentes. Cepas com alto nivel de resisténcia as cefalosporinas podem ser
consideradas como MRSI, desde que a resisténcia seja mediada pelo mesmo
gene (mecA) encontrado em MRSA (GORTEL et al., 1999; JONES et al., 2007).

Alguns patdgenos emergentes associados a otite externa e piodermite
recorrente, como o S. schleiferi em cées, tém sido relatados por apresentarem
resisténcia a meticilina. No entanto, S. schleiferi apresenta menor resisténcia aos
antimicrobianos de outras classes, em comparacdo com S. intermedius e S.
aureus. A resisténcia a meticilina foi também descrita em S. pseudintermedius,
uma nova espécie associada a pequenos animais. Relatérios recentes indicaram
que as cepas identificadas fenotipicamente como S. intermedius podem incluir
nao so6 o S. intermedius propriamente dito, como também duas novas espécies de
estafilococos coagulase-positivo, S. pseudintermedius e S. delphini. De fato, a
maioria deles foi identificada como estirpes de S. pseudintermedius e nao S.
intermedius, demonstrando que aquele é a causa comum de piodermite canina e
ndo este. Assim, o patégeno canino pode ser reclassificado como S.
pseudintermedius (BANNOEHR et al., 2007; BANNOEHR et al., 2009; FRANK et
al., 2003; SASAKI et al., 2007; GUARADBASSI et al., 2010).

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos entre os estafilococos e
uma melhor compreensédo do seu potencial zoonético destaca a importancia da
correta identificacdo das espécies de MRS por ambos, médicos veterinarios e
laboratérios de diagnéstico. Dessa forma, o objetivo deste estudo foi determinar a
frequéncia de resisténcia a oxacilina e suscetibilidade a antimicrobianos de

estafilococos isolados provenientes da pele de caes saudaveis e com piodermite.

2. MATERIAL E METODOS

2.1Local, periodo e selecdo das amostras

O isolamento dos Staphylococcus spp. foi realizado no Laboratério de
Microbiologia da Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de
Goids, no periodo de setembro a novembro de 2010, utilizando-se suabes
estéreis colhidos a partir da pele de caes saudaveis e caes com piodermite. Ao
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total, foram realizadas 90 colheitas de 90 cées distintos, todos adultos e
independente de raca ou sexo, assim distribuidos: 40 cdes com quadro clinico de
piodermite e 50 cées sadios.

A etapa de colheita de material foi realizada no Hospital Veterinario da
Escola de Veterinéria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias no periodo
de setembro a novembro de 2010, empregando-se animais atendidos na rotina
hospitalar e ap6s aprovacdo do projeto de pesquisa pelo Comité de Etica em
Pesquisa da Universidade Federal de Goias (protocolo N°: 103/10) (Anexo 1).

Para o estudo foram obtidos 36 isolados de Staphylococcus spp.
provenientes da pele de cdes que apresentaram quadro clinico de piodermite e 36
isolados da pele de cdes saudaveis.

A identificacdo molecular das espécies de Staphylococcus spp.
resistentes a meticilina foi realizada no Laboratorio de Biologia Molecular da
Escola de Veterinaria e Zootecnia da Universidade Federal de Goias, no periodo
de novembro a dezembro de 2010.

2.2 Suscetibilidade a oxacilina

Para detectar isolados de estafilococos resistentes a oxacilina foi
utilizado o agar screening, no qual as amostras foram semeadas em agar Mueller-
Hinton suplementado com NaCl 4% e oxacilina 6ug/mL (De GIUSTI, 1999;
TERASAWA, 2006).

O indculo foi preparado a partir do crescimento das colbnias isoladas,
apos incubacdo de 24 horas em caldo de cultura, até a escala de 0,5 de
McFarland (WAYNE, 2005), semeando-se entdo, em placa de agar
suplementado. As placas foram incubadas durante 24 horas a 37°C, sendo
realizadas, posteriormente, avaliacdes para verificar a ocorréncia de qualquer
crescimento bacteriano, cuja presenca indicou resisténcia fenotipica a esse
antimicrobiano (De GIUSTI, 1999; TERASAWA, 2006).

O crescimento de estafilococos nessa placa especial de agar sugeriu
que o isolado era portador do gene mecA.
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2.3Extracdes de DNA

As amostras foram inoculadas em meio liquido TSB (Tripticase Soy
Broth) contendo NaCl 5% e incubadas a 37°C por 24h, posteriormente, cerca de 1
mL de cultura foi transferido para um microtubo de 1,5 mL.

O DNA foi extraido empregando-se o kit comercial lllustra Bacteria
GenomicPrep Mini Spin (GE-Healthcare), segundo instru¢des do fabricante. Os
eluatos obtidos no final das extracbes foram armazenados a -20°C para
posteriormente serem utilizados nas reagdes de PCR.

2.4 0ligonucleotideos utilizados para amplificacdo do fragmento do gene mecA

A amplificacdo dos fragmentos de DNA foi feita utilizando-se os
seguintes pares de oligonucleotideos iniciadores sintéticos: primer mecA 1282 (5°
AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C 3’) e primer mecA 1793 (5" AGT TCT GCA
GTA CCG GAT TTG C 3), podendo produzir um fragmento de 533 pb (MERLINO
et al., 2002).

2.5Reacdes de PCR

As reacbes foram realizadas segundo MALUTA (2008) com algumas
modificagcdes. O mix de PCR foi preparado utilizando-se: 2 puL do eluato (DNA
extraido previamente); 5 uL de tampao de PCR 10x (KCI 50mM, TRIS-HCI 200
mM, pH 8,4); 5U de Taq DNA polimerase; 1 uL de dNTP 10 mM; 2 uL de MgCl,
50 mM; 0,5 pyL de cada primer (20uM) e agua milli Q estéril até completar o
volume da reacdo em 50 pL.

O processo de amplificacdo foi realizado em termociclador com as
seguintes condicdes de tempo e temperatura: i) 2min/94°C; ii) 40 ciclos de
1min/94°C, 2min/52°C e 2min/72°C; iii) uma etapa de extenséo final de 5min/72°C
e iv) manutencdo das amostras sob refrigeracdo a 5°C. Terminada a reacédo, 0s
produtos foram submetidos a analise pela eletroforese em gel de agarose a 1,2%
com brometo de etidio a 1,5% em tampéo TBE pH 8,4 (89mM Tris; 89mM acido
borico; 2mM EDTA), sob voltagem constante (90v) por 40min e visualizados sob

luz ultra-violeta (UV).
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3. RESULTADOS

A partir de 72 isolados de Staphylococcus spp. da pele de cées, sendo
36 amostras da pele de animais com quadro clinico de piodermite (Grupo 1) e 36
isolados da pele sadia (Grupo 2), obteve-se 17 (23,6%) isolados de
Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (MRS) pela técnica fenotipica de
agar screen. Os mesmos 17 isolados apresentaram o gene mecA, de resisténcia
a oxacilina, pela técnica da PCR. Na Figura 1 observa-se a amplificacdo do
fragmento de 533 pb do gene mecA em dois isolados de MRS.

FIGURA 1 - Resultado ap6s a corrida eletroforética em gel de agarose do produto
de 533pb (seta) da PCR de dois isolados mecA positivos. 1 — controle
positivo; linhas 2 a 6: amostras de Staphylococcus spp. linhas 3 e 4:
amostras positivas; linha 7: controle negativo

Verificou-se a frequéncia das espécies isoladas de Staphylococcus
spp. resistentes a oxacilina, por grupo e total. No grupo de sadios obteve-se 11
isolados, assim distribuidos: S. pseudintermedius 63,6% (7/11); S. epidermidis
18,2% (2/11) e outros estafilococos coagulase-negativo (OSCoN) 18,2% (2/11).
No grupo de caes com piodermite obteve-se seis isolados: S. pseudintermedius
66,7% (4/6); S. aureus 16,7% (1/6); S. epidermidis 16,7% (1/6). No total, foram
isoladas 11 (64,7%) cepas de S. pseudintermedius resistentes a meticilina
(MRSPI) e uma (5,9%) cepa de S. aureus resistente a meticilina (MRSA) (Tabela
1).
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O programa utilizado para analise dos dados foi SPSS versao 15.0 for
Windows. O teste qui-quadrado (x%) (nivel de significancia «<0,05) foi utilizado
para comparar a frequéncia dos Staphylococcus spp. entre os dois grupos, porém

nao houve diferenca significativa (p=0,402).

TABELA 1 — Frequéncia das espécies de Staphylococcus spp. resistentes a
oxacilina, isoladas da pele de caes com piodermite e
aparentemente saudaveis

Grupo 1 Grupo 2 Total
Isolado

n(%) n(%) n(%)
S. pseudintermedius 4 (66,7) 7 (63,6) 11 (64,7)
S. epidermidis 1(16,7) 2 (18,2) 3(17,6)
OSCoN 0 (0) 2 (18,2) 2 (11,8)
S. aureus 1(16,7) 0 (0) 1(5,9)
Total n(%) 6 (100) 11 (100) 17 (100)

Grupo 1 - isolados de cdes com piodermite; Grupo 2 - isolados de cdes com pele
saudavel; OSCoN - outros estafilococos coagulase negativo

A suscetibilidade a antimicrobianos foi avaliada pelo método de difusédo
em &gar estabelecido pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (2010),
observando os seguintes resultados: Amoxacilina 70,6% (12/17); Enrofloxacina
58,8% (10/17); Sulfametazol-trimetoprim 58,8% (10/17); Cefalexina 41,2% (7/17);
Tetraciclina 41,2% (7/17); Gentamicina 41,2% (7/17); Eritromicina 35,3% (6/17);
Ciprofloxacina 29,4% (5/17); Clindamicina 23,5% (4/17); Cefoxitina 11,8% (2/17).

Para a resisténcia: Oxacilina 100% (17/17); Cefoxitina 88,2% (15/17);
Clindamicina 64,7% (11/17); Tetraciclina 58,8% (10/17); Ciprofloxacina 52,9%
(9/17); Cefalexina 41,2% (7/17); Gentamicina 35,3% (6/17); Eritromicina 35,3%
(6/17); Enrofloxacina 23,5% (4/17); Sulfametazol-trimetoprim 17,6% (3/17);
Amoxacilina 11,8% (2/17).

Os antibidticos que mostraram maior inibicdo do crescimento
bacteriano (50% ou mais) foram: Amoxacilina (70,6%); Enrofloxacina (58,8%) e
Sulfametazol-trimetoprim (58,8%). Os MRS apresentaram maior resisténcia frente
a Cefoxitina (88,2%), Clindamicina (64,7%); Tetraciclina (58,8%) e Ciprofloxacina
(52,9%). A amoxacilina foi o unico B-lactamico que apresentou alta suscetibilidade
(70,6%) (Figura 2).
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FIGURA 2 — Descricdo da suscetibilidade antimicrobiana de MRS (%). OXA-
oxacilina; AMO-amoxacilina; CFE-cefalexina; CFO- cefoxetina; CLI-
clindamicina; CIP-ciprofloxacina; ERI-eritromicina; ENO-
enrofloxacina; GEN-gentamicina; SUT-sulfametazol + trimetoprim;
TET-tetraciclina

Pdde-se observar o perfil de resisténcia a multiplos antimicrobianos e a
identificacdo das espécies das cepas de MRS isoladas de cées. A
multirresisténcia (resisténcia a trés ou mais classes de antibioticos) foi verificada
em 70,6% (12/17) dos isolados. Um isolado de S. pseudintermedius apresentou
resisténcia a quase todos os antibioticos testados. Entre as cepas que
apresentaram multirresisténcia (70,6%), 8,3% (1/12) foram resistentes a uma
classe dos antibioticos de escolha nas piodermites (penicilinas, fluoroquinolonas e
cefalosporinas), 16,7% (2/12) foram resistentes a duas classes, e 75% (9/12)
foram resistentes as trés classes, concomitantemente. Cinco isolados (dois de
OSCoN** e trés de S. pseudintermedius**) apresentaram resisténcia a oxacilina,
porém sem perfil de multirresisténcia, pois s6 apresentaram resisténcia a uma ou
duas classes de antimicrobianos (Quadro 1).

N&o houve diferenca significativa entre os grupos para cada antibiético
testado.
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QUADRO 1 - Perfil de resisténcia a multiplos antimicrobianos em 17 isolados de
Staphylococcus spp. resistentes a oxacilina

Espécie do isolado de L
Grupo Antibiotipo
Staphylococcus sp

Z
5]

1 1 S.aureus OXA?, CFE”, CFO°®, CLI% CIP®, ERI'

2 1 S. epidermidis OXA, CFE, CFO, CLI, CIP, GEN¢

3 1 S. pseudintermedius OXA, AMO",CFO, CLI, CIP, GEN

4 1 S. pseudintermedius OXA, CFO, CLI, CIP

5 1 S. pseudintermedius OXA, CFO, CLlI, CIP, ERI, GEN, TET'

6 1 S. pseudintermedius OXA, CFE, CFO, CLI, CIP, ENO, SUT*, TET

7 2 S. epidermidis OXA, CLI, TET

8 2 S. epidermidis OXA, CFO, GEN, TET

9 2 S. pseudintermedius OXA, CFO, CLI, CIP, ERI, ENO, SUT, TET

10 2 S. pseudintermedius* OXA, AMO, CFE, CFO, CLI, CIP, ERI,
ENO,GEN, SUT, TET

11 2 S. pseudintermedius OXA, CFE, CFO, ERI, GEN

12 2 S. pseudintermedius OXA, CFO, ERI, ENO, TET

13 2 S. pseudintermedius** OXA, TET

14 2 S. pseudintermedius** OXA, CFE, CFO, TET

15 2 S. pseudintermedius** OXA, CFO, CIP

16 2 OSCoN** OXA, CFO, CLI

17 2 OSCoN** OXA, CFE, CFO

NUumero 1-12: isolados multirresistntes; Grupo 1 - isolados de caes com
piodermite; Grupo 2 - isolados de cdes com pele saudavel;, OSCoN - outros
estafilococos coagulase-negativo; %oxacilina; bcefalexina; ‘cefoxitina;
dclindamicina;  Sciprofloxacina;  eritromicina;  %gentamicina; "amoxacilina;
'tetraciclina; 'enrofloxacina; ksulfametazol-trimetoprim; *resisténcia a todos o0s
antibiéticos testados; **resisténcia a oxacilina, sem multirresisténcia

4. DISCUSSAO

No presente trabalho obteve-se 23,6% (17/72) de isolados de
Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (MRS). Essa resisténcia foi detectada
tanto pela técnica fenotipica de agar screening quanto pela técnica da PCR. Em
seu trabalho, BOOST e colaboradores (2007) detectaram 15 isolados MRS,
porém, cinco ndo possuiam o gene mecA frente a analise genética (PCR). Os

mesmos autores afirmaram que o falso-positivo na técnica fenotipica ocorreria por
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varios motivos, dentre eles a hiper producdo de [(-lactamases, enfatizando a
importancia de se confirmarem os testes fenotipicos para resisténcia a meticilina,
contudo nao foram observados falsos-positivos neste trabalho.

O S. pseudintermedius foi a espécie mais frequentemente isolada
(91,7%) dentre os SCoP. De seis caes com piodermite que tinham cepas de
MRS, quatro (66,7%) apresentaram como agente etioldgico da infeccdo a espécie
S. pseudintermedius. Essa frequéncia foi maior do que a observada pelos
pesquisadores SASAKI e colaboradores (2007) e HANSELMAN e colaboradores
(2008), que relataram a existéncia de MRSP isolados da pele de cées sadios e
afetados. Esta espécie tem sido previamente documentada na literatura como
sendo a espécie de maior prevaléncia encontrada na pele de cades saudaveis e
apontada como a mais frequente nos casos de piodermite canina, como também
constataram BIBERSTEIN & HIRSH (2003), PIANTA (2006), GRIFFETH et al.
(2008), VANNI et al. (2009), FUKATA et al. (2010) e GUARDABASSI et al.
(2010).

Embora o isolamento da MRSP seja pouco frequente em humanos, a
transmissao dos animais para os seres humanos ja foi descrita por CHUANG et
al. (2010) e WEESE & VAN DUIJKEREN (2010). Mais importante, as cepas
MRSP podem servir como reservatérios de genes de resisténcia
antimicrobiana que podem, eventualmente, ser transferidos para outras espécies
de bactérias como S. aureus, uma vez que a localizacdo de muitos desses genes
de resisténcia sdo elementos moveis.

No presente estudo, uma cepa (5,9%) de S. aureus resistente a
meticilina (MRSA) foi isolada da pele de um cdo com piodermite. Um dado
interessante, haja vista que FUKATA e colaboradores (2010) ndo conseguiram
isolar MRSA de cédes com piodermite. Assim como no presente estudo, outros
autores, tais como VAN DUIJKEREN et al. (2004) na Holanda, VENGUST et al.
(2006) na Eslovénia e BAPTISTE et al. (2005) e BAGCIGIL et al. (2007) na
Inglaterra e MALUTA (2008) no Brasil, s conseguiram isolar MRSA a partir de
animais com infec¢des estafilococicas.

A presenga do gene mecA em S. pseudintermedius e S. aureus
proveniente de amostras animais sugere a probabilidade de transferéncia
horizontal de genes entre espécies distintas, conforme descrito por COELHO e
colaboradores (2007). WIELDERS e colaboradores (2002) apresentaram dados



40

moleculares que suportaram a teoria de que a transferéncia do gene mecA entre
linhagens de Staphylococcus spp. poderia ocorrer, permitindo o aparecimento de
clones de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) disseminados pelo mundo, e
de que essa disseminacdo poderia ser favorecida pela pressao seletiva oriunda
do uso indiscriminado de antimicrobianos.

Os animais, assim como humanos, podem ser portadores
assintomaticos de MRSA na superficie da pele e mucosas. Apesar da frequéncia
de colonizacdo por MRSA ter sido baixa, o transporte de cepas MRSA por
animais de companhia na comunidade € um problema grave de saude publica,
pois essas cepas podem se tornar endémicas na populacdo animal. Como essa
disseminacdo ocorreu ndo é completamente compreendida, como
observaram PERRETEN e colaboradores (2010) e RUSCHER e colaboradores
(2010), porém a colonizacdo de animais saudaveis pode ser uma forma
importante de transferéncia de patdgenos de animal para animal.

Além de apresentarem resisténcia as penicilinas e cefalosporinas, os
MRS, com frequéncia, sdo resistentes a fluorquinolonas, aminoglicosideos,
tetraciclinas, macrolideos e lincosaminas, corroborando as afirmacfes de
GUARDABASSI e colaboradores (2010). Os macrolideos sdo amplamente
utilizados na medicina veterinaria, inclusive para o tratamento de infeccdes
causadas por cepas de S. intermedius resistentes a penicilina e em pacientes
alérgicos aos B-lactamicos. No presente estudo, observou-se resisténcia elevada
a clindamicina (64,7%) e moderada a eritromicina (35,3%), confirmando dados
obtidos por BOERLIN e colaboradores (2001) e OLIVEIRA e colaboradores
(2006).

A resisténcia a tetraciclina foi elevada, indicando ser reflexo do uso
excessivo desse antimicrobiano na medicina veterinaria, especialmente para
tratamento das afeccdes dermatologicas. Cerca de 63,3% (7/11) das cepas de
MRSP mostraram resisténcia a tetraciclina, um percentual mais elevado que o
descrito por SHIMIZU e colaboradores (2001) e OLIVEIRA e colaboradores
(2006).

Para os MRS, observou-se baixa resisténcia a enrofloxacina (23,5%), e
resisténcia moderada a ciprofloxacina (52,9%). Muitos trabalhos mostraram a
eficacia desses antimicrobianos contra cepas isoladas de amostras de origem
canina como relataram JUNCO & BARRASA (2002), HOEKSTRA & PAULTON
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(2002) e GRIFFETH et al. (2008). Entretanto, € importante alertar para 0 uso
indiscriminado de fluorquinolonas, especialmente a enrofloxacina, que poderia
resultar em aumento da taxa de resisténcia.

A mais elevada taxa de resisténcia foi evidenciada frente a cefoxitina
(88,2%) do grupo dos B-lactdmicos. Cepas com alto nivel de resisténcia as
cefalosporinas podem ser consideradas como MRSP, desde que a resisténcia
seja mediada pelo mesmo gene (mecA) encontrado em MRSA, como afirmaram
JONES e colaboradores (2007) e GUARDABASSI e colaboradores (2010). De
fato, os MRSP apresentaram resisténcia a cefoxetina (90,9%) e cefalexina
(36,4%). Em contrapartida, a mais elevada suscetibilidade dos MRS foi
apresentada frente a amoxacilina (70,6%), um B-lactdmico semi-sintético. Este
resultado difere do encontrado por GRIFFETH e colaboradores (2008), que nao
encontraram cepas MRS suscetiveis a amoxacilina isoladas de cées com infeccao
de pele. Segundo OLIVEIRA e colaboradores (2006), as variagdes descritas no
perfil de resisténcia aos B-lactdmicos poderiam ser atribuidas as variacbes
geograficas e aos habitos de vida dos animais no tocante ao maior ou menor
acesso as clinicas veterinarias e, consequentemente, aos antimicrobianos
utilizados.

A frequéncia de isolados MRS verificada no grupo dos animais sadios
(30,6%) foi maior que a observada no grupo de animais com piodermite (16,7%),
porém ndo houve diferencas significativas entre os dois grupos (p = 0,402). Estes
dados indicam que esses animais podem atuar como reservatorios para a
disseminacdo dos patdgenos na comunidade. A auséncia de dados sobre a
frequéncia e suscetibilidade aos antimicrobianos de MRS em c&es com quadro
clinico de piodermite no Brasil dificulta a comparacdo do nivel de frequéncia
encontrado neste estudo.

5. CONCLUSAO
S. pseudintermedius € a espécie de Staphylococcus spp. mais

frequente dentre os estafilococos resistentes a meticilina (MRS) dos casos de

piodermite canina estudados.
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O isolamento de uma cepa de MRSA demonstra que o0s caes podem
atuar como reservatérios e posteriormente disseminarem esses patégenos na
comunidade.

Os resultados apontam a expressdao do gene mecA em todos os

isolados de Staphylococcus spp. oxacilina e multidroga-resistentes.
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CAPITULO 4

CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho € o primeiro estudo sobre MRS, desenvolvido com
amostras provenientes de piodermites caninas no estado de Goias. Possibilitou a
identificacdo de espécies de Staphylococcus spp. presentes nos cdes sadios e
também nos caes com quadro clinico de piodermite atendidos no HV da UFG da
Escola de Veterinaria e Zootecnia durante o periodo de junho a outubro de 2010.

Os resultados foram importantes no estabelecimento do perfil de
suscetibilidade aos antimicrobianos de cepas de Staphylococcus spp. envolvidas
nas piodermites, bem como na deteccdo de cepas resistentes a meticilina e
multirresistentes, apontando para a importancia da cultura e antibiograma antes
de iniciar-se um tratamento contra infec¢des estafilocécicas.

O aumento da resisténcia aos antimicrobianos entre os estafilococos e
uma melhor compreensdo do seu potencial zoondtico tém destacado a
importancia da correta identificacdo das espécies de estafilococos por ambos,
médicos veterindrios e laboratérios de diagndstico. A conscientizacdo e o
monitoramento dessa resisténcia em veterinaria sdo de grande importancia, afinal
a resisténcia em patdgenos animais pode conduzir ao fracasso do tratamento em
pacientes individuais e podem representar um risco zoonético aos proprietarios,
como mostrado pelo isolamento de MRSA e MRSP no estudo em questdo. Além
disso, um aumento da resisténcia a varias classes de antimicrobianos, que sao
extremamente importantes na medicina humana, pode resultar em restricao de
valiosos agentes antibacterianos de uso pelos médicos veterinarios.

O aparecimento de MRSP e MRSA em animais de companhia como
causa da infeccdo canina de pele é alarmante. Em dermatologia veterinaria,
em especial, quando muitos pacientes exigem o uso frequente de antibiéticos por
longos periodos, a terapia antimicrobiana empirica tem sido muitas vezes
utilizada. Por outro lado, como a pele se presta a terapia topica de infecgbes
superficiais, seria prudente o uso estratégico de antimicrobianos, reservando-se a

aplicacao sistémica para as infeccdes profundas e complicadas. Essa acédo
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poderia limitar a disseminacgéo de estafilococos multirresistentes em pacientes
com doenca da pele.

A resisténcia antimicrobiana é uma das preocupacdes atuais em saude
publica, e o médico veterinario precisa ser pro-ativo no monitoramento e controle
da resisténcia aos antimicrobianos de uso em pequenos animais em nivel local,
nacional e internacional. Mais importante ainda, o acompanhamento de MRSA e
MRSP em animais de companhia deve ser promovido nos programas de
vigilancia veterinaria sobre a resisténcia antimicrobiana.

Acredita-se que novos estudos se facam necessarios, considerando-se
a importancia de serem coletados dados sobre um numero cada vez maior de
isolados MRS e multidroga-resistentes nos animais de companhia e a
disponibilizacdo de informacdes de diferentes regides do Brasil. Trabalhos mais
aprofundados associados ao carater zoondtico de Staphylococcus spp. e a
epidemiologia molecular sdo fundamentais no sentido de se obter informagdes a
respeito das espécies isoladas nos animais de companhia e sua correlagdo com
aguelas espécies isoladas em seus proprietarios e/ou profissionais médicos

veterinarios no Brasil, particularmente no estado de Goiés.
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ANEXO 1 - Parecer do Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Federal de Goias

SERVICO PUBLICO FEDERAL .
. UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOIAS
PRO-EEITORIA DE PESQUISA E POS-GCRADUACAD

COMITE DE ETICA EM PESQUISA UFG

Goiarna, 28032010

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AOQ PROJETO DE PESQUISA,
PROTOCOLADO NESTE COMITE 50B O X% 10310

I-Identificacao

- Tindlo do projeto: ISOLANMENTO DE Stapiniococcus spp. MULTIRREESISTENTES E PERFIL DE
SUSCETIBILIDADE A ANTIMICROBIANCS DE CEPAS ISOLADAS DA PELE DE CAES
SAUDAVEIS E COM PIODERMITE.

- Pezquiza dor Fesporsavel: Greyvaele Fodigues de Almeida

- Pezquiza dores participantes: Olizio Claudine da Silva, Grevdels Fodrigues de Almeida

- Instituigio onds serdrealizado o estudo: EV UFG

-Data deapresertacioac CEPUFG: 06/ 04/ 2010

-Area Temitica: Ciéndas Asvarias

11 - Estrutura do Protocolo {verificacdo dos doommertos solicitados)

Protocolo bemestrutirado e embazado cientificarnernte. Nio apresenta tenmo da
consertimento de "provaveis" clinicas particulares”a seranutilizadas no expaiment o.
III- Parecer do CEP

Protocolo aprovado apos atendimento de pendéncas.

IV-Data darewnde: 27 /07 2010

Aszinatira dofa)relator{a): ,LL

Pref. JoidCarts I ?

Aszsinatira do(a) Cocrdenador(a)’ CEP UFG: Chordenader o

PftReitoria o Fes
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