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RESUMO

Apesar de considerada uma bactéria que compde a microbiota natural da pele
dos céaes, S. pseudintermedius vém sendo associado a infecgdes de pele e
tecidos delicados em caes, bem como em alguns casos de infec¢gdes humanas.
A tese foi fracionada em trés capitulos, sendo o primeiro referente as
consideragdes gerais dos tépicos abordados nos demais capitulos. O segundo
capitulo objetivou avaliar a dindmica do perfil de resisténcia a um painel de mais
de 30 antimicrobianos, de bactérias isoladas de 698 amostras clinicas de caes
entre os anos 2016 e 2018. Para a avaliagao utilizou-se resultados de testes de
difusdo em discos realizados em laboratério particular entre os anos de 2016 a
2018. A analise dos resultados permitiu determinar os agentes etioldégicos mais
envolvidos nas infeccbes e a evolugdo temporal da resisténcia aos
antibacterianos. O terceiro capitulo objetivou avaliar a presengca de S.
pseudintermedius em amostras clinicas de orelha e pele de caes e das narinas
de seus tutores, bem como a presenga dos genes de resisténcia mecA, mecA1
e mecA2, que conferem resisténcia aos antimicrobianos B-lactamicos, gene msr,
que confere resisténcia aos macrolideos e genes de viruléncia fnbB (invasao
celular) e PVL (leucotoxina), utilizando a técnica de PCR. O desempenho in vitro
dos antimicrobianos oxacilina, cefovecina e gentamicina foi determinado pelos
métodos de difusdo em discos e concentragao inibitéria minima - CIM. Também
determinou a associagao de fatores relacionados a habitos de vida do animal a
infeccdo por S. pseudintermedius, associagao entre a presenca de genes e

resisténcia antimicrobiana e os testes.

Palavras-chave: Infec¢des estafilocécicas. mecA. MIC. Evolugao temporal.
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ABSTRACT

Despite being considered a bacteria that is part of the natural microbiota of dogs' skin, S.
pseudintermedius has been associated with infections in skin and delicate tissues in dogs,
as well as some cases of infections in humans. The thesis was divided into three chapters,
the first referring to the general considerations of topics covered in the other chapters.
The second chapter aimed to evaluate the resistance profile to a panel of more than 30
antimicrobials, with bacteria isolated from 698 clinical samples of dogs between the years
2016 and 2018. For the evaluation, results from diffusion tests on discs performed in a
private laboratory between the years 2016 to 2018 were used. The analysis of the results
determined the etiological agents mostly involved in infections and the temporal
evolution of antibacterial resistance. The third chapter aimed to evaluate the presence of
S. pseudintermedius in clinical samples taken from dogs’ skins and ears, and the nostrils
of their guardians. As well as evaluate the presence of resistance genes mecA, mecAI and
mecA2, which confer resistance to B-lactam antimicrobials, gene msr responsible for
resistance to macrolides, and virulence genes FnbB (cell invasion) and PVL (leukotoxin),
using PCR technique. The in vitro performance of antimicrobials oxacillin, cefovecin and
gentamicin was determined by the methods of disk diffusion and minimum inhibitory
concentration - MIC. It also determined the association of factors related to the animal's
lifestyle with infection with S. pseudintermedius, an association between the presence of
genes and antimicrobial resistance and the tests.

Keywords: Staphylococcal infections. mecA. MIC. Temporal evolution.
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1 INTRODUGCAO

O género Staphylococcus é composto por 38 espécies e 17 subspécies,
sendo metade colonizadores nativos dos humanos. Staphylococcus
pseudintermedius foi a mais recente espécie de Staphylococcus coagulase
positiva identificada, e forma junto com outras duas espécies, S. intermedius e
S. delphini, também capazes de produzir coagulase, o grupo conhecido como
SIG (Staphylococcus intermedius group). Os membros desse grupo tém sido
identificados em varias espécies animais como colonizadores naturais ou como
causadores de doencas (SASAKI et al., 2007).

De modo geral, S. pseudintermedius esta associado a infecgdes de pele
e tecidos delicados em cédes, porém alguns casos em humanos vem sendo
reportados (CHUANG et al., 2010; STEGMANN et al., 2010; SAVINI et al., 2013)
causando quadros semelhantes aos provocados por S. aureus (PAUL et al.,
2012). Com o uso de testes fenotipicos, S. pseudintermedius pode ser
erroneamente identificado como S. infermedius ou S. aureus (Van DUIJKEREN
etal., 2004; SCHWARZ et al., 2008), entretanto, o emprego de técnica molecular
com a identificagcdo de sequéncias génicas especificas pode ser utilizada para
sua correta identificacdo (SASAKI et al., 2007; SASAKI et al., 2010).

Aproximadamente 90% dos cédes s&o colonizados por S.
pseudintermedius, possuindo como locais frequentes de isolamento a faringe, o
reto, a narina e a pele. E considerada uma bactéria oportunista no céo, causando
mais comumente, infec¢des de pele e orelhas (RUBIN; CHIRINO-TREJO, 2011;
Van DUIJKEREN et al., 2011). Desta forma, geralmente s6 causara doenca caso
a resisténcia do hospedeiro diminua, como no caso de doengas
imunossupressoras, ou haja alteragdo na barreira cutanea, como na dermatite
atépica, como exemplos. A proépria colonizacéo é considerada um fator de risco
para que a infecgao ocorra, assim como acontece com S. aureus em humanos,
e 0s caes acabam infectados pelas proprias col6nias residentes em seu corpo
(FAZAKERLEY et al., 2010).

A patogénese da infeccdo cutdnea em caes por S. pseudintermedius
ainda nao esta totalmente elucidada, mas acredita-se que fatores inerentes ao
hospedeiro e ao agente infeccioso, como possuir genes de viruléncia e outros
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fatores de patogenicidade, sejam os mais relevantes. A quebra das defesas
cutaneas naturais, promoverao a colonizacéo e favorecerao a infecgao por esse
agente (BANNOEHR et al, 2011).

S. pseudintermedius produz uma variedade de fatores de viruléncia,
incluindo as enzimas coagulases, termonucleases e proteases, proteinas de
superficie, tal como fatores de fragmentacéo e proteina A, além de toxinas como
citotoxinas, toxinas esfoliativas e enterotoxinas (WLADYKA et al., 2008). Além
disso, € uma bactéria que tem a capacidade de formar biofilmes (FUTAGAWA-
SAITO et al., 2006).

O crescente interesse em se estudar S. pseudintermedius aconteceu pela
maior identificagdo de amostras clinicas contendo cepas Staphylococcus
pseudintermedius meticilina resistente (MRSP), que podem ser a causa de
graves infecgbes em varias espécies, incluindo caes, gatos, cavalos, pombos,
jumentos e também humanos (RUSCHER et al., 2009). Varios casos de
infeccbes humana causadas por esse patdgeno vém sendo relatadas ao longo
dos anos (KEMPKER et al., 2009; STEGMANN et al., 2010;SOMAYAJI et al.,
2016).

Devido a proximidade cada vez maior dos homens com os cdes ha uma
crescente preocupacao em se determinar qual o real risco da transmisséao e
infecgado por S. pseudintermedius, principalmente por cepas resistentes e/ou
multirresistentes. Também €& necessario monitorar nesta espécie, genes de
resisténcia aos antimicrobianos e aqueles que conferem maior viruléncia a
espécie, verificando a circulagao dessas cepas entre os caes e seus tutores,
além da sua associagcao com fatores de risco para ocorréncia do microorganismo

nestes dois grupos.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Determinar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos de bactérias
isoladas de infecgbes clinicas de caes entre os anos 2016 a 2018 para avaliar a
dindmica dos padrdes de resisténcia ao longo do periodo estudado.

Isolar S. pseudintermedius em amostras clinicas de caes com piodermite
superficial e/ou otite crbénica/recidivante e identificar nas cepas, a resisténcia a
oxacilina, cefovecina e gentamicina, genes que conferem resisténcia aos
antimicrobianos e outros relacionados a viruléncia, associando os resultados a

fatores de risco para a infecgéo pelo agente.

2.2 Objetivos Especificos

Avaliar sob uma perspectiva temporal, a resisténcia aos antimicrobianos
dos agentes etiolégicos mais envolvidos em infecgdes caninas entre os anos de
2016 e 2018.

Determinar a prevaléncia de S. pseudintermedius em caes com
piodermite superficial cronica/recidivante ou otite externa crénica/recidivante e

de seus tutores e verificar nos isolados:

- a presenga de espécies MRSP;

- a frequéncia de genes de resisténcia aos beta-lactamicos: mecA, mecA1
e mecAZ2 e resisténcia aos macrolideos: msrA;

- a frequéncia dos genes de viruléncia fnbB (invasado celular) e PVL
(leucotoxina);

- a susceptibilidade a oxacilina, gentamicina e cefovecina em testes de
difusdo em discos;

- a concentracéo inibitoria minima (CIM) para a oxacilina, gentamicina e

cefovecina;



- se ha associacéo entre os resultados obtidos no teste de difusdo em
discos com os resultados da CIM,;

- se ha semelhancga fenotipica (resisténcia) e genotipica (genes) entre as
cepas isoladas dos caes e seus tutores;

- os fatores de risco que favorecem a infeccdo dos caes por S.
pseudintermedius;

- os fatores de risco que favorecem a transmissao de S. pseudintermedius

entre caes e tutores.

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Microbiota cutanea no cao

O termo microbiota engloba uma série de micro-organismos, como
bactérias, fungos, virus, parasitas e seus metabdlitos, além das condi¢gbes do
ambiente que habitam (MARCHESI; RAVEL, 2015). A microbiota comensal
pode-se atribuir diferentes atividades de prote¢cdo, como a competicdo com
patdogenos por nutrientes, produgdo de inumeros metabdlitos e modulagdo do
sistema imune, trazendo beneficios tanto ao organismo animal como para o
humano (HOFFMAN, 2017).

Parte da microbiota transita entre os humanos e animais, e diferencas
filogenéticas podem ser observadas dependendo da técnica de identificacdo
utilizada e da area do corpo coletada (CLAESSON et al., 2010; MEISEL et al.,
2016). Estudos sobre co-habitagdo mostram que individuos que vivem em um
mesmo ambiente tendem a ter microbiota similar (SONG et al., 2013; MEISEL et
al., 2016). Song et al. (2013) demonstraram que tutores em idade adulta tém sua
microbiota influenciada pelo cao. Outro estudo avaliou a microbiota de narinas e
cavidade oral de humanos, cdes e gatos e demostrou que humanos que
convivem com pets possuem uma microbiota mais diversificada do que aqueles
que nao convivem com esses animais (CLEMENTE et al., 2015). Portanto, os

estudos apontam que, os caes e gatos que coabitam com humanos podem



influenciar na variabilidade da microbiota dos seus tutores, isso ocorrera,
principalmente pelo convivio com os caes.

A microbiota da pele dos caes possui uma diversidade de bactérias ainda
maior que a do homem, sendo os filos mais encontrados: Proteobacteria,
Actinobacteria, Firmicutis, Bacteroidetes e Fusobacteria. Isso se deve a estrutura
natural da pele, onde as glandulas apdcrinas e sebaceas sdo distribuidas de
forma mais homogénea ao longo do corpo, enquanto as glandulas écrinas
produtoras de suor estdo presentes apenas nas patas (WEESE, 2013; MEISEL
et al., 2016; HOFFMAN, 2017).

De modo geral, a microbiota bacteriana cutanea pode ser dividida em
residente, sendo essa adquirida pelo contato com a mae no periodo neonatal,
que persiste por toda a vida, e a transitéria, composta por bactérias isoladas da
pele saudavel, mas que n&o possui importancia clinica a ndo ser quando ja existe
uma doenga infecciosa estabelecida na pele. As bactérias residentes mais
comumente encontradas no cédo sdo: Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus xylosus, Streptococcus spp, Clostridium spp, Propionibacterium
acnes, Acinetobacter spp, Bacillus spp, Micrococcus spp e Staphylococcus
pseudintermedius. Ja as bactérias transitorias mais comuns séo: Escherichia
coli, Proteus mirabilis, Corynebacterium spp e Pseudomonas spp (MILLER et al.,
2013).

Em caes saudaveis, S. pseudintermedius faz parte da microbiota cutanea,
colonizando a pele, foliculos pilosos, e em particular, regides mucocutaneas,
como nariz, boca e anus (FAZAKERLEY et al., 2010). A concentracdo dessa
bactéria pode variar de acordo com a area avaliada no cao e sua raga (PAUL et
al., 2011), e também dependente do estado de saude do cdo, que deve ser
considerado na avaliacdo da concentracao pelas varias areas do corpo. Em caes
com dermatite atépica, a quantidade desse micro-organismo na pele € muito
mais alta do que em caes saudaveis. Fazakerley et al. (2010) relataram que 87%
dos caes atopicos sao colonizados por S. pseudintermedius, enquanto somente
37% dos caes saudaveis apresentaram essa condigao.

Importante associacdo entre infeccdo e colonizagdo vem sendo
observada em caes com piodermite superficial e otite externa (PINCHBECK et
al.,, 2006). Observou-se que 69% dos isolados de lesdes infectadas

demonstraram estar intimamente relacionados ou serem idénticos a um isolado
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residente na mucosa do mesmo céo (FAZAKERLEY et al., 2010). Esse mesmo
risco de migracao de bactérias também foi observado em humanos em relagcao
ao S. aureus, onde 80% dos pacientes com infeccoes de pele apresentaram
carreamento dessa bactéria para a mucosa nasal, sendo que dessas, 65% foram
geneticamente idénticas. Este dado torna-se importante porque, em humanos, a
presenca de S. aureus em mucosa nasal é fator de risco para instalacdo de
infeccbes pos- cirurgicas (WERTHEIM et al., 2005).

3.2 Histoérico e caracterizagao de S. pseudintermedius

O género Staphylococcus compreende uma variedade de patdégenos
oportunistas de relevancia variavel na Medicina Veterinaria, sendo a espécie
mais importante em céaes, S. pseudintermedius, que anteriormente era
classificado como S. intermedius (DREVRIESE et al., 2005; KWON et al., 2006).
S. pseudointermedius pertencente a Familia Micrococcacea, sao cocos Gram
positivos que se agrupam na forma de cachos de uva, com coldnias de tamanho
médio, coloracdo esbranqui¢cada e opaca (BANNOEHR; GUARDABASSI, 2012).
Foi assim denominado pela sua semelhanca fenotipica com o S. intermedius, e
por isso, acrescentou-se o prefixo pseudes, que significa “falso” em Latim
(DREVRIESE et al.,, 2005). Forma junto com outras duas espécies, S.
intermedius e S. delphini, também Staphylococcus coagulase positivas, o grupo
conhecido como SIG (Staphylococcus intermedius group). S. delphini tem sido
associado a infecgdes cutaneas purulentas em golfinhos e S. intermedius é mais
comumente encontrado em isolados de pombos (DREVRIESE et al., 2005;
BANNOEHR; GUARDABASSI, 2012; MILLER et al., 2013).

Assim como S. aureus, S. pseudintermedius produz uma variedade de
fatores de viruléncia, incluindo as enzimas coagulase, termonuclease e protease,
proteinas de superficie, tais como fatores de fragmentacgéo e proteina A, além
de citotoxinas, toxinas esfoliativas e enterotoxinas (FUTAGAWA-SAITO, et al.,
2006; WLADYKA et al.,, 2008). Somado a isso, S. pseudintermedius tem a
capacidade de formar biofilmes, o que pode tornar os tratamentos ainda mais
dificeis (FUTAGAWA-SAITO et al., 2006). O agrupamento nessas comunidades
fornece a bactéria marcante alteracado metabdlica, melhorando a comunicagao

célula-célula, tornando-a mais eficiente em escapar da resposta imune do
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hospedeiro e dos efeitos dos antimicrobianos, tanto pelo seu metabolismo
isolado como pela protecao fisica e quimica dada pela matriz de biofilme
(MONTANARO et al., 2002; COSTERTON, 2005).

S. pseudintermedius € a bactéria mais isolada nos casos de piodermite
nos caes, sendo frequentemente identificada nas orelhas e feridas
infeccionadas, podendo ser um complicador na resposta imunomoduladora
(BREATHNACH et al., 2005; RUSCHER et al., 2009). Adicionalmente, também
€ a espécie de Staphylococcus mais isolada em infec¢des do trato urinario de
cédes (RUBIN; GAUNT, 2011). Em trabalho realizado por Botoni et al. (2016),
91% das bactérias isoladas de pele e narinas de cédes com piodermite eram S.
pseudintermedius e Scherer et al. (2018) trabalhando com isolados de secrecao
de orelhas de caes com infecgdo clinica determinaram S. pseudintermedius

como agente mais prevalente, totalizando 63% dos casos.

3.3 S. pseudintermedius e viruléncia

Semelhante ao que acontece com S. aureus em humanos, a propria
colonizacdo pode ser um fator de risco para que a infeccdo ocorra, e caes
acabam infectados pelas proprias col6nias residentes em seu corpo. Assim
sendo, infecgdes causadas por S. pseudintermedius geralmente nao sao
transmitidas por contato direto entre cdes doentes e saudaveis (FAZAKERLEY
et al., 2010).

A participacado de proteinas ligadoras de superficie, vem sendo descrita
com muita relevancia em amostras clinicas de MRSA, dentre elas, estdo as
proteinas ligadoras de fibronectina dos tipos A e B (MCCOURT et al., 2014).
Essas proteinas expressas pelas bactérias sdo reconhecidas como importantes
fatores de adesao e sua acao é essencial como primeiro e decisivo passo no
estabelecimento de um biofilme bacteriano (COSTERTON et al., 1999). Em
geral, esses fatores sdo denominados componentes de superficie microbiana
reconhecedores de moléculas de matriz adesiva (MSCRAMMSs), tendo a
capacidade de aderir a matriz proteica extracelular do hospedeiro, incluindo
fibrinogénio, fibronectina, colageno, vitronectina e laminina (COSTERTON et al,
1999; GRANGER, 2005).



Os genes fnbA e fnbB codificam proteinas de ligacao a fibronectina
(HEILMANN et al., 1996; ARCIOLA et al., 2015), sendo esses genes ja
identificados em varias espécies de bactérias do género Staphylococcus
(VENGADESAN; STHANAM, 2011). A proteina FnbA é essencial para a
internalizagcdo das bactérias na célula hospedeira, enquanto FnbB estimula a
fagocitose bacteriana; essas proteinas sao codificadas a partir dos genes fnbA
e fnbB, respectivamente (DOWD et al., 2008). Estudo realizado por Yousef et al.
(2016) constatou que comparado ao S. aureus, S. pseudintermedius foi a unica
espécie que aderiu significativamente a fibronectina humana, estando também
associado a alta (até superior ao S. aureus) capacidade de internalizacao,
persisténcia intracelular e citotoxicidade.

Outro fator que interfere na viruléncia € a leucotoxina conhecida como
Luk-l que é codificada por dois genes luk S/F, que sao frequentemente
identificados em S. pseudintermedius. Essa leucotoxina € bastante similar a
leucotoxina Panton-Valentine leucocidin (PVL) produzida por S. aureus, que é
uma leucotoxina biocompetente que determinara a formacdo de poros nos
leucocitos causando sua destruigcdo e necrose tecidual. A transmissdo de PVL
via S. aureus entre humanos e caes ja foi reportado em uma familia (VAN
DUIJKEREN et al., 2005). Em humanos, infec¢des por S. aureus PVL positivos
tendem a ser bem mais severas do que aquelas PVL negativos, porém tal fato
ainda nao foi totalmente elucidado para S. pseudintermedius, pois estudos com
cades doentes realizados na Suica (DESCLOUX et al., 2008) e na Bélgica
(BARDIAU et al., 2013), mostraram que nenhuma amostra foi positiva para PVL.
Em contrapartida, GHARSA et al. (2013) encontraram elevado percentual de
cepas de S. pseudintermedius PVL positivas (98,2%), em cées doentes, mas

nao correlacionaram a gravidade da doenga com a presenga do PVL.

3.4 Resisténcia aos antimicrobianos

O uso de agentes antimicrobianos tem por fungdo diminuir as taxas de
morbidade e mortalidade, aliviar os sinais clinicos e prevenir que a infeccédo se
espalhe. A deterioracao clinica e a morte podem ocorrer caso o tratamento seja
incorreto ou inadequado. A rapida e completa morte da bactéria tem importancia



clinica, principalmente em pacientes com infecgdo moderada a grave, e assim,
busca-se tempo mais reduzido de terapia e diminuicdo da probabilidade de
recaida ou recorréncia da infecgdo no intuito de minimizar a ocorréncia de
resisténcia (BLONDEAU, 2013).

O uso responsavel dos antimicrobianos em animais de companhia deve
ser uma pratica rotineira, pois pode ser 0 unico meio de cura para determinadas
doencas. O uso excessivo dessas medicagdes pode trazer implicagdes graves,
e portanto, o uso de antimicrobianos deve ocorrer apenas quando estritamente
necessario (PANKEY; SABATH, 2004; BLONDEAU et al., 2012). A pratica da
administragcdo excessiva e/ou de maneira incorreta desses farmacos € um dos
motivos da crescente ocorréncia de resisténcia antimicrobiana havendo a
necessidade de conscientizagdo para o uso mais adequado e racional, com
avaliacdo da droga correta, da dose e do tempo de administragdo (HERATH,;
BLONDEAU, 2012).

Os antimicrobianos mais utilizados para tratamento de infecgbes de pele
em caes e gatos incluem as penicilinas, cefalosporinas, fluorquinolonas,
lincosaminas e tetraciclinas. As cefalosporinas de primeira e terceira geragao
sdo geralmente as primeiras opgdes ao tratamento, e a doxicilina (ou minociclina)
e as fluorquinolonas sao considerados como segunda opg¢ao. Como
antimicrobianos de terceira escolha estdo a linezolida, teicoplanina e
vancomicina, porém o uso desses deve ficar reservado aos humanos (HILLIER
et al., 2014).

3.4.1 Resisténcia a meticilina (MRSP)

Staphylococcus pseudintermedius meticilina resistente (MRSP) emergiu
como um grande desafio para veterinarios de pequenos animais, em especial
veterinarios dermatologistas, devido a sua extensa resisténcia as drogas e a sua
capacidade de causar infec¢gdes nosocomiais (FRANK; LOEFFLER, 2012). Essa
espécie é isolada de caes com frequéncia cada vez maior e também ¢é apontada
como causadora de infecgdes em humanos (FITZGERALD, 2009; KADLEC et
al., 2010; van DUIJKEREN et al., 2011; SOMAYAJI et al., 2016). Alguns fatores
de risco tém sido propostos para a infeccéo e disseminacdo do MRSP, incluindo

hospitalizagdo e antibioticoterapia, fatores tipicos para outros patdégenos
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adquirirem multirresisténcia a drogas (HUERTA et al., 2011; NIENHOFF et al.,
2011).

A presenga do gene mecA mostrou ser fator de resisténcia de S. aureus
para a meticilina e todos os outros antibiéticos do grupo B-lactamicos, incluindo
as cefalosporinas e carbapenemicos (CHAMBERS, 1997). O reconhecimento da
ampla resisténcia aos B-lactdmicos mediado pelo gene mecA, tem grande
importancia para a medicina humana pois essa classe de antimicrobianos €&
muito utilizada e eficaz em infecgdes por S. aureus susceptiveis a meticilina
(MSSA) e também, por MRSA frequentemente adquirir resisténcia adicional
multipla com relevancia clinica, dificultando e prolongando o tratamento de
infeccbes em humanos (HARBARTH et al.,2008).

O gene mecA decodifica a proteina alternativa de ligagdo a penicilina
PBP2a (ZDOVC et al., 2004; DESCLOUX et al., 2008) e esta localizado em um
elemento genético moével no cassete cromossomal mec (SCCmec) dos
Staphylococcus, porém os tipos de SCCmec presentes no MRSP sé&o diferentes
dos identificados no MRSA. Assim, a resisténcia de S. pseudintermedius a
meticilina pode acontecer independente da presenga deste gene (KANIA et al.,
2004; EPSTEIN et al., 2009), situagdo incomum em MRSA, e acontece por uma
superproducao de B-lactamase ou pela modificacdo dos PBPs nativos nos
isolados mecA-negativos. Assim sendo, a presenga de mecA ou PBP2a algumas
vezes requer confirmacdo laboratorial, como por exemplo, nos casos de
investigacdes epidemioldgicas (FRANK; LOEFFLER, 2012).

3.4.2 Resisténcia a outras drogas (multirresisténcia)
Estudo realizado em 103 isolados de MRSP na América do Norte e

Europa, mostrou que 90% das cepas possuia resisténcia adicional, além dos (3-
lactamicos, a outras drogas como a ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina,
kanamicina, estreptomicina e trimetropim, sendo observada também resisténcia
a gentamicina e tetraciclina em 70% dos acasos e ao cloranfenicol em 57%
(PERRETEN et al., 2010). Uma coletanea de 72 isolados de diferentes regides
da Alemanha mostrou taxas cada vez mais altas de resisténcia, sendo 97,8%
das amostras resistentes a fluoroquinolonas, aminoglicosideos e macrolideos
(RUSCHER et al., 2009). Em estudo realizado no Brasil, BOTONI et al. (2016)
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observaram que 28% das cepas de S. pseudintermedius coletadas de cdes com
piodermite apresentaram resisténcia simultadnea a seis ou mais drogas e Scherer
et al. (2018) determinaram que 59,1% das cepas de S. pseudintermedius eram
multirresistentes.

Com relacdo a resisténcia aos macrolideos e a lincosamina, cinco
diferentes genes foram identificados em S. pseudintermedius e grupo SIG, entre
eles estdo o gene Inu(A), que decodifica lincosamina nucleotideo-transferase, o
gene mrs(A) que decodifica o “transportador ABC” que pode exportar os
antimicrobianos estreptogramina B e macrolideos, e os genes erm(A), erm(B) e
erm(C), que decodificam rRNA metilases, que combinadas, conferem resisténcia
aos macrolideos, lincosaminas e estreptogramina B (BOERLIN et al., 2001;
LUTHJE; SCHWARZ, 2007). Na Europa e na América do Norte, o erm(B) tém
sido o unico gene de resisténcia a macrolideos-lincosamina identificados em
cepas MRSP isoladas de caes e gatos (PERRETEN et al., 2010).

4. Implicagdes zoonoticas

Estudos sobre aderéncia e colonizagdo tem indicado que S.
pseudintermedius preferencialmente coloniza a pele dos caes (DEVRIESE et al.,
2005), enquanto S. aureus se instala na pele do homem (PEACOCK et al., 2001).
Contudo, o potencial zoondtico do S. pseudintermedius ganhou destaque ha
mais de 50 anos, quando Staphylococcus sp isolados de caninos e felinos
revelaram-se idénticos aos dos humanos (MANN, 1959; ADEKEYE, 1981).
Desde entao, os relatos de infecgdes em humanos causadas por MRSP vém
aumentando em todo o mundo, sendo relatadas em feridas causadas por
mordidas, por outras infeccbes de pele, além de otite externa, sinusite,
bacteremia relacionada ao uso de cateter, pneumonia e abcesso cerebral
(TALAN et al., 1989; BARNHAM; HOLMES, 1992; KEMPKER et al., 2009).

Outros autores descreveram infecgdes severas por S. pseudintermedius
em pacientes idosos que utilizavam dispositivos cardiacos e em uma crianga
hemofilica que utilizava cateter (KEMPKER et al., 2009; STEGMANN et al.,
2010). Em todos os casos foi confirmado o contato préximo dos infectados com

caes. Em outro caso, S. pseudintermedius foi isolado de um abcesso de uma
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pessoa que fazia uso de droga imunossupressora e que nao teve contato algum
com caes, sugerindo entdo, que ele mesmo seria o carreador da bactéria
(KELESIDIS; TSIODRAS, 2010).

Somayaiji et al. (2016) relataram 24 casos de infec¢gdes em humanos por
S. pseudintermedius que aconteceram entre os anos de 2013 e 2015, onde
92,1% dos envolvidos haviam tido contato com cées durante o aparecimento das
lesdes. A maior parte dos casos estavam relacionados com lesdes de pele ou de
tecidos moles (70%) e os demais foram contaminac¢des de préteses e infecgao
na corrente sanguinea. Baseados nesses achados, os autores concluiram que a
transmissao de S. pseudintermedius para 0 homem acontece principalmente
pelo contato com o céo.

Estudo conduzido por Guardabassi et al. (2004) determinou por meio de
analises por PFGE, que proprietarios de cdes que apresentaram piodermite
profunda, frequentemente carreiavam o mesmo S. pseudintermedius que seus
caes. Outros estudos sugerem fortemente a transmissao de MRSP de caes para
seus proprietarios (VINCZE et al., 2010; SOEDARMANTO et al., 2011) e para
equipe de hospitais veterinarios (PAUL et al., 2011).

Outro estudo também empregou técnicas filogenéticas (PFGE) e
determinou que S. pseudintermedius isolados de humanos tinham a mesma
origem, ou pelo menos, eram muito préximas, sugerindo uma transmissao
zoonotica do cédo para o homem (BANNOEHR et al, 2007). Contudo, acredita-se
que o0s humanos ndao sdo permanentemente colonizados por S.
pseudintermedius, e este micro-organismo nao faz parte naturalmente da
microbiota nasofaringea. Apesar disso, humanos podem tornar-se carreadores
caso mantenham contato direto com caes infectados (HANSELMAN et al., 2009;
De MARTINO et al., 2010; Van DUIJKEREN et al., 2011).

A ocorréncia de S. pseudintermedius em humanos € provavelmente
subestimada, pois na maioria dos laboratoérios os isolados com capacidade de
produzir a enzima coagulase s&o identificados erroneamente como S. aureus
(POTTUMARTHY et al., 2004).
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RESUMO

Estudos de vigilancia bacterioldgica precisam ser realizados continuamente
devido a capacidade das bactérias desenvolverem mecanismos de resisténcia
aos antimicrobianos. A vigildncia em ambientes veterinarios permite a
investigacdo da incidéncia de linhagens multirresistentes e antever a
possibilidade de transmissdo cruzada entre seres humanos e animais
domésticos. Objetivou-se avaliar a prevaléncia de espécies bacterianas isoladas
de amostras clinicas de caes e seu perfil de resisténcia aos antimicrobianos sob
uma perspectiva temporal. Um total de 698 amostras clinicas de cdes enviadas
a um laboratério privado de 2016 a 2018 foram analisadas por métodos de
cultura, identificacdo bioquimica e por um painel de mais de 30 antimicrobianos
distintos no antibiograma. Dentre as 586 amostras positivas, 29 espécies foram
identificadas, sendo Staphylococcus coagulase positiva (47,26%) a mais
prevalente. As amostras mais frequentes (>80%) foram secrecao de orelha, urina
e pele, sendo Staphylococcus coagulase positiva as mais predominantemente
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isoladas em orelha e pele; e Escherichia coli em urina. Ao longo dos trés anos
consecutivos foi observado um aumento significativo (p<0.05) no numero de
isolamentos de Staphylococcus coagulase positiva resistentes a ceftiofur,
ceftriaxona, enrofloxacina, norfloxacina, ciprofloxacina, marbofloxacina,
associacdo amoxicilina-clavulanato e polimixina B, enquanto uma tendéncia
oposta (p<0.05) foi observada para azitromicina e tobramicina. O perfil de
multirresisténcia predominante entre os isolados de Staphylococcus coagulase
positiva (26 isolados) compreendeu macrolideos (azitromicina), quinolonas
(ciprofloxacina, enrofloxacina, marbofloxacina) e penicilinas (ampicilina,
penicilina G). Em face ao perfil de resisténcia observado ao longo dos anos, a
realizagao de testes de sensibilidade mostra-se necessaria para guiar a escolha
do tratamento veterinario mais adequado. Estudos prospectivos como este
permitem avaliar a progressao da resisténcia em uma determinada localidade a

fim de contribuir para as medidas de controle mais efetivas.

Palavras-chave:
Escherichia coli, pele, resisténcia bacteriana, Staphylococcus coagulase

positiva, otite

ABSTRACT

Bacteriological surveillance studies need to be carried out continuously due to
the bacteria's ability to develop resistance mechanisms to antimicrobials.
Surveillance in veterinary environments allow investigation of the incidence of
multidrug-resistant strains and foreseeing the possibility of cross-transmission
between humans and domestic animals. The objective was to evaluate the
prevalence of bacterial species isolated from clinical samples of dogs, and their
resistance profile to antimicrobials from a temporal perspective. A total of 698
clinical samples of dogs sent to a private laboratory from 2016 to 2018 were
analyzed by culture methods, biochemical identification and by a panel of more
than 30 different antibiotics in the antibiogram. Among the 586 positive samples,
29 species were identified, with coagulase positive staphylococci (47.26%) being
the most prevalent. The most frequent samples (> 80%) were ear, urine and skin
secretion, with coagulase positive staphylococci being the most predominantly
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isolated in ear and skin, and Escherichia coli in urine. Over the three consecutive
years, a significant increase (p <0.05) was observed in the number of coagulase-
positive staphylococcus isolates resistant to ceftiofur, ceftriaxone, enrofloxacin,
norfloxacin, ciprofloxacin, marbofloxacin, amoxicillin-clavulanate and polymyxin
B association, while a opposite tendency (p <0.05), was observed for
azithromycin and tobramycin. The predominant multiresistance profile among
coagulase positive staphylococcus isolates (26 isolates) comprised macrolides
(azithromycin), quinolones (ciprofloxacin, enrofloxacin, marbofloxacin) and
penicillins (ampicillin, penicillin G). In view of the resistance profile observed over
the years, the performance of sensitivity tests is necessary to guide the choice of
appropriate veterinary treatment. Prospective studies like this one allow
evaluations on the progression of resistance in each location, in order to

contribute to the most effective control measures.

Keywords: Escherichia coli, skin, bacterial resistance, coagulase positive

staphylococci, otitis.

INTRODUGAO

Os estudos de vigilancia bacteriolégica sdo de grande utilidade para
determinar as tendéncias de sensibilidade ou resisténcia antimicrobiana. Tais
estudos precisam ser realizados continuamente devido a capacidade dos micro-
organismos desenvolverem variados mecanismos de resisténcia aos

antimicrobianos como resultado da pressao seletiva ao longo do tempo [1].

A resisténcia bacteriana tem sido uma preocupagao na comunidade
meédica humana e veterinaria por se tratar de um problema complexo,
envolvendo varias espécies de bactérias patogénicas, ndo patogénicas,
nosocomiais, ambientais, e os mais variados mecanismos de resisténcia aos
antimicrobianos [1,2]. Desse modo, a selecdo empirica de um antimicrobiano
para ser utilizado na rotina do tratamento clinico deve ser evitada [3], pois podera
ser ineficaz se 0 agente infeccioso ja apresentar resisténcia ao antimicrobiano

escolhido, ou ainda, podera levar a selecado de cepas resistentes.
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Os animais portadores de bactérias resistentes podem atuar como
reservatorios na transmissao desses agentes para os humanos [4,5,6,7,2]. Em
particular, os caes e os gatos representam uma fonte potencial para a difusdo de
bactérias resistentes devido ao amplo uso dos antimicrobianos na rotina
veterinaria, assim como, pelo contato préximo entre os animais de companhia e
humanos. A transmissdo de bactérias multirresistentes entre animais de
estimacao e seus tutores foi demonstrada previamente [8,9,10]. Além disso,
individuos que compartiham um mesmo ambiente tendem a apresentar
microbiotas similares e por isso, cées e tutores influenciam na microbiota um do
outro [11,12,13]. Devido ao contato proximo entre cées e tutores, e justamente
por ja ter sido demonstrada a possibilidade de modulagdo entre suas
microbiotas, a investigacao do perfil de resisténcia das bactérias que acometem
0os caes serve como uma ferramenta de vigilancia para: i) a identificacdo de
novos padroes de resisténcia bacteriana em animais domeésticos ao longo do
tempo e ii) a potencial circulacdo e disseminagdo das cepas resistentes no

ambiente e na comunidade.

Objetivou-se determinar o perfil de resisténcia aos antimicrobianos de
bactérias isoladas de cdes com infecgdes clinicas, analisados ao longo de um
periodo de aproximadamente trés anos consecutivos, bem como, avaliar a

dindmica dos padrdes de resisténcia ao longo do periodo estudado.

MATERIAL E METODOS

Amostras e local do estudo

De janeiro de 2016 a novembro de 2018, um total de 698 amostras
consecutivas provenientes de caes foram enviadas a um laboratério veterinario
particular para realizacdo de cultura e teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos. Destas, 586 (83,9%) foram positivas para algum tipo de
bactéria. As analises de rotina compreendiam amostras de osso (2), pele (76),
urina (169), orelhas (238), fezes (6), olho (32), liquido prostatico (3), lavado
traqueal (1), liquido abdominal (4) secrec¢ao nasal (23), boca (1) secre¢ao vaginal

(6), secrecao peniana (1), ferida cirurgica (22) e liquido toracico (2), que foram
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coletadas por veterinarios seguindo as orientagdes do laboratoério para cada local
de coleta e enviadas no mesmo dia para serem processadas. O laboratorio
veterinario escolhido para o estudo é um dos maiores laboratorios privados na
cidade de Uberlandia, Minas Gerais, Brasil e recebe amostras de cerca de 80

clinicas veterinarias da regiao.

Processamento das amostras

Amostras liquidas (urina, liquor, liquido toracico e liquido prostatico) eram
imediatamente semeadas em agar Cled (K25-610012, Kasvi®, Parana, Brasil) a
37°C por 24-48 horas para diferenciagdo entre fermentadores e né&o
fermentadores de lactose. As colbénias obtidas eram submetidas a coloracao de
Gram.

Bactérias Gram-positivas eram ressemeada em (i) agar Sal Manitol (K25-
610029, Kasvi®, Parana, Brasil) para o isolamento de estafilococos patogénicos
e em (i) agar Bile Esculina (K25-610210, Kasvi®, Parana, Brasil), que é um meio
diferencial para isolamento de estreptococos do grupo D. Colbnias
caracteristicas de Streptococcus spp. eram repicada em agar sangue (Kasvi®)
para identificar hemolise alfa, beta ou gama.

Bactérias Gram-negativas eram identificadas pelo Sistema Bactray | e |l
(Laborclin®, Parana, Brasil).

As amostras de secre¢des (pele, orelhas, fezes, vaginal, nasal e ocular)
coletadas com swab estéril e armazenadas em meio de Stuart (Absorve® Sao
Paulo, Brasil) eram diretamente semeadas em agar sangue (Kasvi®) e apos
incubacao, as coldnias eram submetidas a coloracdo de Gram.

Cocos Gram-positivos eram ressemeados em agar Baird Parker - BP
(CM1127, Oxoid™, Basingstoke, Reino Unido) para isolamento de
Staphylococcus spp (Yang et al., 2017). Colbnias tipicas (cor negra com halo)
eram submetidas aos testes de coagulase, novobiocina, catalase e manitol
salgado.

Colbnias na forma de bacilos Gram-negativos eram identificados pelo

sistema de identificagdo Bactray | e Il (Laborclin®).

Cultura e antibiograma
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Apos a identificagdo, uma colbnia da bactéria isolada era enriquecida em
BHI (Oxoid®) a 37°C por 24 horas, e em seguida ressemeada em agar Muller
Hinton (Oxo0id®) no qual distribuia-se os discos de antibidticos. O laboratério
utilizou discos da marca DME® (Sao Paulo, Brasil) para antibiéticos de uso
humano e da marca Cefar® (Sdo Paulo, Brasil) para os de uso exclusivo
veterinario. A escolha dos antimicrobianos testados foi baseada em dados de
sensibilidade da espécie bacteriana de acordo com a literatura e também de
acordo com a solicitagdo do meédico veterinario. A leitura dos halos para
classificagdo de resisténcia ou sensibilidade foi realizada com base em tabela
fornecida pelos fabricantes dos discos, que por sua vez, eram baseadas nos
padrdes estabelecidos pelo CLSI (2016). Apds 24 horas de incubagao em estufa

a 37 9C, a leitura do diametro dos halos era realizada e o laudo confeccionado.

Analise estatistica

Apos a analise laboratorial das amostras, os seguintes dados foram
tabulados para analise descritiva e estatistica: ano de coleta da amostra, sexo
do animal, idade do animal, clinica de origem, tipo de amostra coletada, espécie
de bactéria isolada e identificada e perfil de resisténcia ou suscetibilidade para

cada um dos antimicrobianos testados.

A analise descritiva foi realizada em ambiente estatistico R (https://www.r-
project.org/). Os isolados que apresentaram resisténcia a drogas pertencentes a
trés classes distintas de antibidticos, simultaneamente, foram considerados

isolados multirresistentes aos antibiéticos.

A analise de variagao temporal da resisténcia aos antibioticos foi realizada
por meio do teste de Cochran-Armitage para tendéncia de proporgdes binomiais
para os trés periodos compreendidos no estudo (2016 a 2018). A analise de
Cochran-Armitage foi realizada utilizando-se o pacote "DescTools" em ambiente

estatistico RStudio [15]. O resultado foi considerado significativo quando p<0.05.

RESULTADOS

Aspectos gerais
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Ao longo dos trés anos avaliados foi observado um aumento de 90% no
numero de requisi¢des para cultura e antibiograma pelos veterinarios. Em 2016
foram requisitadas 143 analises, em 2017 foram 170 e em 2018 foram 273. As
amostras de secrecdo de orelha (40,07%), amostras de urina (28,45%) e
amostras de pele (12,79%) foram as mais solicitadas, correspondendo a mais de

80% dos exames de cultura e antibiograma realizados entre 2016 e 2018.

Das 689 amostras encaminhadas para cultura e antibiograma, 586
(83,9%) apresentaram crescimento e foram analisadas para a identificacdo da
espécie e resisténcia aos antibidticos. No total, 29 espécies diferentes de
bactérias foram isoladas e identificadas (Figura 1). Estafilococos coagulase
positiva e Escherichia coli compreenderam mais de 50% dos isolados

identificados, independentemente do tipo de material coletado.

O teste de susceptibilidade mostrou que mais de 50% dos isolados
apresentaram resisténcia para 9, 10 e 18 antimicrobianos distintos em 2016,
2017 e 2018, respectivamente, sendo que esta frequéncia (mais de 50% dos
isolados) foi sustentada ao longo dos trés anos para os seguintes antibioticos:
eritromicina, azitromicina, ampicilina, tetraciclina, clindamicina, associagéo

sulfametoxazol com trimetoprim e cefadroxila.

A analise de tendéncia temporal foi realizada para os 25 antimicrobianos
testados ao longo dos trés anos (Tabela 1). Para oito antimicrobianos (cefadroxil,
ceftiofur, ceftriaxona, enrofloxacina, ciprofoxacina, marbofloxacina, associacao
amoxicilina-clavulanato e polimixina B), foi observada tendéncia para o aumento
(p<0.05) do numero de isolados resistentes ao longo do tempo. Em contraste,
para dois antibidticos (tobramicina e azitromicina) foi observada tendéncia

oposta, ou seja, de diminui¢ao do numero de amostras resistentes (p<0.05).

Dos 586 isolados, 404 (68,94%) apresentaram perfil de multirresisténcia.
Dentre estes, Staphylococcus coagulase positiva (43,81%) apresentaram o

maior numero de isolados multirresistentes.

Amostras de urina
Das 169 amostras de urina analisadas, foram identificadas 23 espécies
bacterianas, com Escherichia coli (26,62%), estafilococos coagulase positiva
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(17,75%) e Proteus mirabilis (12,42%) somando mais de 50% dos isolados
identificados. Onze antibidticos foram testados nesses isolados no periodo de
trés anos. Para nove antibiéticos foi observado perfil de resisténcia em mais de
50% dos isolados testados em, pelo menos, um dos trés anos avaliados. A
analise temporal de resisténcia apresentou tendéncia para o aumento (p<0.05)
do numero de isolados resistentes apenas a enrofloxacina ao longo do periodo
de trés anos (Tabela 2). Para nenhum antibiético foi observada tendéncia

temporal para a diminuicdo do numero de isolados resistentes.

Amostras de secrecdo de orelha e de pele

As amostras de secrecao de orelha corresponderam a maioria das
amostras recebidas no laboratério (238 amostras ou 40% do total). Foram
identificadas 17 espécies bacterianas diferentes, sendo que somente o género
Staphylococcus representou 71,42% dos isolados identificados. Um total de 13
antibiéticos foram testados para amostras de orelha, sendo que para seis drogas,
o0 numero de isolados resistentes foi superior a 50%. Dentre os antibiéticos
testados, apenas para tetraciclina, 66% a 75% dos isolados foram resistentes
em cada um dos trés anos avaliados, mas nao foi observada tendéncia de
aumento (p>0.05) ao longo dos anos. A analise temporal revelou um aumento
significativo (p<0.05) para o numero de isolados resistentes a polimixina B
(Tabela 3).

As amostras de secrecao de pele (piodermites) representaram o terceiro
material mais enviado ao laboratério (76 amostras - 12,79%). Onze espécies
bacterianas foram isoladas nas amostras de lesdes cutdneas e novamente
estafilococos coagulase positiva (73,91%) foram as predominantemente
identificadas. Dentre os 10 antibidticos testados ao longo dos trés anos em
isolados de lesao de pele, para oito, o numero de isolados resistentes foi superior
a 50% em, pelo menos, um dos trés anos. A enrofloxacina foi o Unico antibidtico
para o qual a analise temporal revelou aumento significativo (p<0.01) no numero

de isolados resistentes (Tabela 4).

Estafilococos coagulase positiva (ECP)

31



Considerando todos os isolados identificados de todas as amostras
analisadas, o género Staphylococcus foi 0 micro-organismo mais prevalente
(301/586 - 51,44%), sendo 277 (92,02%) classificados como coagulase positiva
(ECP).

O isolamento ECP foi predominante em amostras de pele (51/277-
18,41%), seguido por amostras de orelha (154/277- 55,59%) e de urina (30/277-
10,88%), que correspondem também aos materiais mais enviados para analise
laboratorial. Um total de 40 antibi6ticos foram testados para os isolados dessas
espécies ao longo dos trés anos. Foi observado um aumento significativo
(p<0.05) no numero de isolados cogulase positiva resistentes a oito drogas
(ceftiofur, ceftriaxona, enrofloxacina, norfloxacina, ciprofloxacina,
marbofloxacina, associacdo amoxacilina-clavulanato e polimixina B) e
diminuicdo significativa (p<0.05) no numero de isolados resistentes para
tobramicina e azitromicina (tabela 5). A comparagao entre a analise temporal
realizada considerando todos os isolados (tabela 1) e a analise realizada para
os ECPs (tabela 5), revela apenas duas diferencas: i) a presenca de norfloxacina
dentre os antibioticos com tendéncia de aumento de resisténcia no grupo dos
isolados ECPs, e ii) a presenga de cefadroxil dentre os antibidticos com
tendéncia ao aumento de resisténcia no grupo que incluia todos os isolados de

Staphylococcus, coagulase positiva ou negativa.

Os antibidticos mais solicitados para o teste de antibiograma e para os
quais mais de 50% dos isolados de ECPs apresentaram resisténcia foram:
macrolideo (azitromicina), quinolonas (marbofloxacina, ciprofloxacina e
enrofloxacina) e penicilinas (penicilina G e ampicilina). Em contrapartida, dentre
os antibidticos mais solicitados e para os quais foi observada susceptibilidade
para mais de 50% desses isolados, encontram-se: tetraciclina (doxiciclina),
aminoglicosideos (tobramicina, neomicina e gentamicina), cefalosporina

(cefovecina e cefalexina) e a associagdao amoxicilina-clavulanato.

Considerando o perfil de resisténcia a multiplos antibidticos, 177/277
(63,89%) dos ECP foram considerados multirresistentes. O percentual foi
mantido praticamente constante ao longo dos trés anos (65,15% em 2016;
59,21% em 2017 e 65,93% em 2018). Por este motivo, embora a maior parte
(>50%) dos isolados seja multirresistente, nao foi observada tendéncia temporal
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significativa para mudangas de aumento ou diminui¢ao da resisténcia (p>0.05).
Por fim, o perfil de multirresisténcia mais prevalente, encontrado em 26/177
(14,69%) dos isolados multirresistentes, foi azitromicina, marbofloxacina,

ciprofloxacina, enrofloxacina, penicilina G e ampicilina.

DISCUSSAO

Aspectos gerais

Houve um crescimento gradual no numero de exames requisitados pelos
meédicos veterinarios quando comparamos os anos de 2016, 2017 e 2018. Entre
os anos de 2016 e 2018 esse aumento foi de 90%. Tal situagcado pode ter ocorrido
pela dificuldade de se instituir terapéutica antimicrobiana de forma empirica na
clinica veterinaria [4], uma vez que a incidéncia de resisténcia e multirresisténcia
aos farmacos antimicrobianos vém aumentando de forma importante. Esta
situagdo é exemplificada pela identificacdo cada vez mais frequente de S.
pseudintermedius meticilina resistente — MRSP [16,17,18,19], S. aureus

meticilina resistente — MRSA [20] e E. coli resistente [1,21].

O uso frequente das drogas antimicrobianas tem sido apontado como um
dos principais fatores para o surgimento e crescente aumento da resisténcia das
bactérias a esses farmacos [2,6,7,22,23]. Neste estudo, as tendéncias temporais
para o aumento do numero de isolados resistentes foram apresentadas
justamente para aqueles farmacos utilizados como de primeira (3-lactamicos) e
segunda escolha (quinolonas) para o tratamento de otites, piodermites e
infecgdes do trato urinario (ITUs) em caes [24,25], que compreendem o grupo de
amostras mais frequentes neste estudo.

Em contrapartida, surpreendentemente, observamos uma tendéncia
temporal a diminuicdo do numero de isolados resistentes a azitromicina e
tobramicina. Nossos resultados contrastam com as observacdes de outros
estudos. A circulacdo de clones resistentes e o desenvolvimento de resisténcia
a azitromicina por isolados obtidos a partir de amostras de otites, infecgbes de
pele, e principalmente, de infec¢des do trato urinario (ITUs) de caes e gatos, tem
sido demonstrado in vitro [26]. Além disso, isolados obtidos de amostras

veterinarias tém apresentado expressivos percentuais (de até 100%) de
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resisténcia a azitromicina [27]. Por isso, a realizagao de testes de suscetibilidade
previamente a indicacdo do uso de azitromicina como opcéo terapéutica
veterinaria tem sido recomendada [26]. E possivel que a circulagdo de isolados
resistentes e a baixa eficacia clinica da azitromicina no tratamento das infeccdes
possam ter estimulado uma reducéo no uso deste farmaco pelos veterinarios na
regido de estudo ao longo dos anos e, como consequéncia, levado a diminuicao
da presséao de selecao de cepas resistentes, contribuindo para a observagao dos
resultados apontados. Do mesmo modo, a redugcdo do numero de isolados
resistentes a tobramicina foi um resultado inesperado. A tobramicina esta
presente em formulag¢des otoldgicas, sendo frequentemente utilizado de forma
empirica. Outros estudos também tém observado sensibilidade dos isolados a

tobramicina in vitro [15,28,29].

Amostras de urina

Os géneros bacterianos comumente identificados no trato urinario de caes
incluem Staphylococcus spp., Enterococcus spp., Proteus spp. e Klebsiella spp.
€ a espécies Escherichia coli [5,21]. Nossos achados reforcam as observagdes
de que a maior parte dos casos de Infecgdes do tratao urinario (ITUs) em caes
€ causada por bactérias Gram-negativas [5,21,30], sendo E. coli a mais
prevalente seguida por P. mirabilis. Entre as bactérias Gram-positivas, o género
Staphylococcus, como observado, apresenta maior prevaléncia [5,21].

Corroborando com nossos resultados, pesquisa também demonstrou que
dentre as (fluoro)quinolonas, a enrofloxacina foi a droga a que Staphylococcus
coagulase positivas mostraram maior resisténcia [21]. Em 2017 na Nova
Zelandia, cepas de E. coli isoladas de urina de cades demonstraram aumento de
resisténcia a enrofloxacina, juntamente com a associagdo amoxicilina-
clavulanato e a cefalotina [30]. Observamos que ao longo dos trés anos
avaliados, o numero de bactérias resistentes aos antimicrobianos mais
comumente utilizados nos casos de ITUs vem aumentando, o que dificulta o

tratamento dessas patologias.

Amostras de secreg¢do das orelhas e da pele
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Bactérias do género Staphylococcus compde a microbiota normal da pele
e orelha de caes [31]. Entretanto, essas bactérias parecem ter um papel
oportunista, uma vez que tém sido identificadas em casos de otite externa,
piodermites, infec¢des do trato urinario, assim como o observado neste estudo,

além de complicagbes pos-cirurgicas [27,29,32].

Ao longo do periodo avaliado, observamos um aumento de isolados
resistentes a dois antimicrobianos, a polimixina B e a enrofloxacina, para os
casos de infeccdes de orelha e pele, respectivamente. A polimixina B € um
farmaco que desestabiliza a estrutura lipopolissacaridica das bactérias [33],
sendo mais eficaz contra bactérias Gram-negativas. Em contrapartida, observa-
se uma tendéncia de resisténcia a este farmaco por bactérias Gram-positivas
[34], o que possivelmente pode ter contribuido para o resultado encontrado neste
estudo, uma vez que a maioria das bactérias isoladas das orelhas sao
Staphylococcus coagulase e gram positivas. Em contraste, outros estudos
observaram 100% de sensibilidade das cepas de Staphylococcus spp a
polimixina B [29] e descreveram baixos indices de resisténcia para este
antimicrobiano no controle topico de otites em caes [35]. As diferencas
observadas entre os estudos podem ser atribuidas as variagdes geograficas e
aos habitos de vida dos animais no tocante ao maior ou menor acesso ao arsenal
de antimicrobianos. Outro fator € o periodo temporal entre a realizagao dos
estudos (uma diferenga de oito anos). Mudangas globais de perfil de circulagéo
de cepas e de pressao de selegao sao provaveis ao longo tempo, e por isso,
podem dificultar a comparagao entre estudos.

Por outro lado, diversos estudos apontam indices preocupantes de cepas
resistentes a enrofloxacina [5,27,36,37], o que também foi observado nesse
estudo. A enrofloxacina € um farmaco de segunda escolha para este tipo de
infeccao e o aumento da resisténcia tem, provavelmente, relagdo com sua ampla
utilizacdo em medicina veterinaria, por mostrar-se eficiente para parte dos
tratamentos realizados de forma empirica e por possuirem um amplo espectro
de acéo [38].

Estafilococos coagulase positivos
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Diversos estudos descrevem as bactérias do género Staphylococcus
como as mais isoladas da pele e orelhas por constituirem parte da microbiota
residente destes locais [31]. O género tem sido identificado como o mais
importante nos casos de ITUs nos caes [5,29,39-45], fato este observado

também no presente estudo.

Dentre as bactérias do género Staphylococcus, S. pseudintermedius € a
espeécie mais comumente isolada nos caes [14,53-58]. Estudos de aderéncia e
colonizacdo bacteriana tém indicado que esta bactéria coloniza
preferencialmente a pele dos caes, enquanto S. aureus e S. intermedius se

instalam preferencialmente na pele de humanos [59].

Em contrapartida, a identificacdo de S. aureus em caes, incluindo isolados
resistentes a meticilina (MRSA), vem sendo descrita ao longo dos anos, tanto
em animais de companhia como em profissionais da area veterinaria [46,47,48].
S. aureus é uma bactéria zoondtica com potencial para transmissao bidirecional
entre animais e humanos [49,50]. Trabalhos prévios demonstram uma
prevaléncia de isolamento de S. aureus em caes variando entre 7 a 12,7%
[20,51,52].

S. pseudintermedius e S. aureus apresentam caracteristicas bioquimicas
e morfolégicas muito semelhantes, tornando dificil a diferenciacédo fenotipica,
sendo necessario o emprego de técnicas moleculares especificas [60].
Entretanto, o diagndstico molecular de S. pseudintermedius na rotina clinica é
caro, e por isso, a diferenciacdo dessas espécies encontra-se apenas no
campo da pesquisa cientifica [17,61]. Assim, acreditamos que a maior parte
das cepas de Staphylococcus coagulase positiva sejam S. pseudintermedius,

e também, exista numero representativo de cepas de S. aureus.

O elevado percentual de cepas Staphylococcus coagulase positiva
multirresistentes encontrados nesse estudo € similar ao percentual encontrado
em isolados de otites de caes em estudo prévio [62]. Esses dados reforcam a
proposta [27] de que a realizacdo de testes de identificacdo bacteriana e
sensibilidade aos antimicrobianos s&o essenciais na rotina veterinaria para
auxiliar na seleg¢ao apropriada do agente antimicrobiano devido as altas taxas de

multirresisténcia bacteriana.
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Aumento do numero de isolados de Staphylococcus coagulase positivo
resistentes as (Fluoro)quinolonas ao longo do tempo

A recomendagdo de que os antimicrobianos da classe das
(fluoro)quinolonas néo sejam usados como primeira escolha é de longa data, ja
que ha 20 anos a resisténcia de bactérias do género Staphylococcus a estes
farmacos ja havia sido demonstrada [64]. Essa resisténcia vem progredindo
consideravelmente, ocorrendo tanto por mecanismos de mutagdo como por
transferéncia de plasmideos, o que se acreditava n&o ocorrer com as

(fluoro)quinolonas [5,38].

Ja foi demonstrado que o emprego de doses subletais de enrofloxacina,
ciprofloxacina e marbofloxacina tém contribuido para a selecdo de cepas
resistentes [65]. Observamos aumento significativo (p<0.05), ao longo dos 3
anos, no numero de isolados de Staphylococcus coagulase positiva resistentes
a marbofloxacina, ciprofloxacina e enrofloxacina, pertencentes a classe das
(fluoro)quinolonas. Também observamos um padrao de resisténcia simultanea a
ciprofloxacina e a enrofloxacina em 94/277 (33,94%) cepas. Outro estudo
também demonstrou a alta prevaléncia de resisténcia de Staphylococcus spp a
enrofloxacina (53,8%), ciprofloxacina (42,8%) e norfloxacina (41,3%) [5], bem

como padrdes de resisténcia simultanea para enrofloxacina e norfloxacina [27].

Normalmente ocorre um padrdo de resisténcia cruzada quando um
isolado se torna resistente a uma droga da classe das (fluoro)quinolonas,
tornando-o mais propenso a tornar-se resistente a outros antimicrobianos da
mesma classe [63]. Portanto, reforcamos a recomendacao de que qualquer
antimicrobiano da classe das (fluoro)quinolonas seja apenas utilizado mediante

testes de sensibilidade prévios [45].

Aumento do numero de isolados Staphylococcus coagulase positivo resistentes

aos [-lactamicos ao longo do tempo

As cefalosporinas de primeira e terceira geragdo sao historicamente
consideradas farmacos de primeira escolha para diversas infecgbes, em especial

de pele e otites [25]. Para o tratamento dos casos de ITUs, a amoxicilina em
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associacido ou nao ao clavulanato de potassio e a cefalexina sdo também
consideradas drogas de eleicdo [24]. Por esta raz&o, estes antimicrobianos
acabam sendo utilizados de forma empirica, pratica que deve ser avaliada

racionalmente, em virtude do numero crescente de cepas resistentes.

Alta suscetibilidade a amoxicilina-clavulanato em cepas de
Staphylococcus coagulase positivas isoladas de feridas de cdes tem sido
observada [62,66], assim como a cefalexina em cepas de Staphylococcus spp
também isoladas de caes [67]. Contudo, percentual elevado de resisténcia ao
ceftiofur (91,6%), a cefalexina (74,7%), a associagdo amoxicilina-clavulanato
(68%) e a ampilicina (63%) tem sido observado em isolados de lesdes de pele,
otites e ITUs [5]. Outro estudo também determinou que mais de 50% das
amostras de Staphylococcus spp apresentaram resisténcia a cefalexina e a
ceftriaxona, ambas pertencentes a classe dos - lactamicos e muito utilizados na
medicina humana e veterinaria [27]. Em nosso estudo, outros farmacos da
mesma classe foram testados e o desempenho foi ainda mais preocupante.
Quando avaliamos ao longo dos anos o desempenho da penicilina e da
ampilicina, os indices de amostras resistentes variaram entre 87,5% e 95%, fato

que indica a ineficiéncia do uso desses antimicrobianos.

Tal cenario de resisténcia ndo € diferente do encontrado em cepas
isoladas de pacientes humanos [71], ja que ha relato de alta resisténcia a
ceftriaxona em S. aureus isolados de pessoas com diferentes tipos de infecgao.
Também em isolados de humanos com pneumonia internados em UTIs
observou-se prevaléncia de bactérias na forma de cocos gram positivos, em
especial S. aureus, com alta resisténcia a ceftriaxona [72]. Em nosso estudo
observamos concordancia com os estudos citados, onde antimicrobianos
classicamente utilizados como de primeira escolha e de forma empirica,

apresentaram percentual importante de cepas resistentes.

Houve tendéncia temporal para o aumento (p<0.05) de cepas resistentes
ao ceftiofur, a ceftriaxona e para a associacdo amoxicilina-clavulanato, dados
estes preocupantes em virtude de sua larga utilizagdo no tratamento das mais
diversas infecgdes em caes, e no caso dos dois ultimos, também em humanos.

Assim, concluimos ser altamente recomendavel a utilizacdo de testes de
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suscetibilidade para a escolha de algumas drogas da classe dos [3- lactédmicos,
tais como a penicilina e a ampicilina, recomendagdo essa ja sugerida
anteriormente [45]. Esta recomendacao deve ser especialmente observada se
0s animais ja tiverem recebido tratamentos anteriores com farmacos dessa
classe, além do uso mais prudente e apenas quando estritamente necessario,

para os outros farmacos da classe dos B-lactamicos.

Susceptibilidade de Staphylococcus coagulase positiva aos aminoglicosideos

Os aminoglicosideos sao considerados farmacos de eleicdo no
tratamento de infecgbes por bactérias do género Staphylococcus [73], sendo
amplamente utilizados em otites e infecgbes de pele. De modo geral, a
gentamicina, neomicina e tobramicina sao os antimicrobianos dessa classe mais
testados ao longo dos anos por diferentes autores. Em varios estudos in vitro, a
gentamicina tem mostrado melhor eficacia no controle de Staphylococcus
[27,62,67,70,74]. Em contraste, maior eficiéncia da tobramicina, seguida pela
gentamicina ja foi determinada [5], enquanto a neomicina apresentou maior
percentual de insucesso [67]. Estes estudos corroboram, na maior parte, com os
resultados de susceptibilidade dos isolados a gentamicina, tobramicina e

neomicina encontrados em nosso estudo.

Observamos que mais de 50% dos isolados Staphylococcus coagulase
positiva foram sensiveis a pelo menos um desses trés farmacos, gentamicina,
neomicina ou tobramicina, havendo, tendéncia de diminuicdo (p<0,05) no
numero de isolados resistentes a tobramicina ao longo dos trés anos avaliados.
Esta diminuicdo no numero de isolados resistente a tobramicina foi um resultado
inesperado, pois este € um farmaco presente em algumas formulagdes
otologicas veterinarias e usado com frequéncia de forma empirica. Outros
trabalhos realizados ao longo dos anos também demonstraram um bom perfil de
sensibilidade in vitro de bactérias Gram-positivas e negativas a tobramicina
[5,28,29]. Uma hipotese para este resultado é a possibilidade deste farmaco ter
sido pouco administrado pelos médicos veterinarios aos animais que tiveram

suas amostras enviadas para analise durante o periodo de estudo.
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CONCLUSAO

Durante os anos de 2016 a 2018 Staphylococcus coagulase positiva foi o
agente etiolégico mais envolvido em infecgdes de pele e otites e a segunda mais
prevalente em ITUs. Este micro-organismo apresentou tendéncia de aumento
temporal de resisténcia para os antimicrobianos ceftiofur, ceftriaxona,
enrofloxacina, norfloxacina, ciprofloxacina, marbofloxacina, amoxicilina-
clavulanato e polimixina B e tendéncia oposta para azitromicina e tobramicina. A
multirresisténcia foi constatada em 69,29% dos isolados e considerando—se
apenas as cepas de Staphylococcus coagulase positiva, 63,89% foram
multirresistentes. Para que se faga uso dos antimicrobianos da classe das
(fluoro)quinolonas, bem como para a ampicilina, penicilina e polimixina B,
recomendamos exames prévios de sensibilidade. Recomendamos também, uso
criterioso e apenas quando estritamente necessario de todos os antimicrobianos
da classe dos [-lactdmicos. Pesquisas como esta devem ser repetidas
periodicamente a fim de se entender as tendéncias temporais de resisténcia

antimicrobiana em bactérias isoladas de infeccdes de caes.
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FIGURA E TABELAS

Figura 1. Bactérias identificadas em analises de 698 amostras clinicas de caes

coletadas entre os anos de 2016 a 2018.

Isolated species
Staphylococcus aureus
. All others
Escherichia coli

. Proteus mirabilis

277 Actinobacter calcoaceticus

. Pseudomonas aeruginosa
Enterococcus faecalis

. Streptococcus viridans
Staphylococcus epidermidis

. Morganella morganii

Legend: All others: Pseudomonas oryzihabitans, Staphylococcus saprophyticus,
Klebsiella oxytoca, Arizonae, Kluyvera ascorbata, Pasteurella, Rodhococcus,
Streptococcus beta hemolitico, Streptococcus pneumoniae, Yersinia enterocolitica,
Citrobacter amaloniticus, Neisseria sp, Hafnia alvei, Klebsiella ozaenae. Citrobacter
braakii, Edwardsiella hoshinae, Enterobacter sakazakii, Escherichia fergusonni,
Klebsiella pneumoniae, Serratia liquefaciens, Staphylococcus intermedius,
Pseudomonas oryzihabitans, Staphylococcus saprophyticus, Klebsiella oxytoca,

Morganella morganii.
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Tabela 1. Analise de variacdo temporal da resisténcia antimicrobiana de 586 isolados

de amostras clinicas de caes entre os anos de 2016 a 2018.

Antimicrobianos Aumento' Diminuigio?
Penicilina 0,3369 0,6631
Oxicilina 0,1103 0,8897
Ampicilina 0,1903 0,8097
Cefadroxil 0,02635 t 0,9736
Cetftiofur 0,009655 t 0,9903
Cefalexina 0,3136 0,6864
Ceftriaxona 0,001176 t 0,9988
Amicacina 0,1425 0,8575
Gentamicina 0,1951 0,8049
Neomicina 0,4323 0,5677
Tobramicina 0,9848 0,01521
Florfenicol 0,5026 0,4974
Tetraciclina 0,5399 0,4601
Doxiciclina 0,06112 0,9389
Enrofloxacino 1,688E-07 T 1
Norfloxacino 0,1524 0,8476
Ciprofloxacino 0,001194 t 0,9988
Ofloxacino 0,6266 0,3734
Marbofloxacino 0,001156 t 0,9988
Amoxicilina-Clavulanato 0,02197 t 0,978
Sulfametoxazol-Trimetropim 0,351 0,649
Eritromicina 0,6859 0,3141
Azitromicina 0,9536 0,0464
Clindamicina 0,2919 0,7081
Polimixina B 0,01905 t 0,981

Legenda: 'Aumento — Tendéncia temporal para o aumento do nimero de isolados
resistentes a um antibiético; 2Diminuigao — Tendéncia temporal para a diminuigdo do
numero de isolados resistentes a um antibiético. Teste de Cochran-Armitage, valores

foram considerados significativos se p<0.05 }
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Tabela 2. Analise de variacao temporal da resisténcia antimicrobiana de 169 isolados

de amostras do trato urinario inferior de caes entre os anos de 2016 a 2018.

Antimicrobianos
Oxacilina
Cefalexina
Tetraciclina
Doxiciclina
Enrofloxacino
Norfloxacino
Ciprofloxacino
Marbofloxacino

Amoxicilina-Clavulanato

Aumento'’
0,6515152
0,05182398
0,7231661
0,07164868
0,04068154 t
0,4471067
0,1605078
0,1151614

0,1188579

Diminuigao?
0,6082251
0,9746632
0,3705661
0,9528996
0,9744668
0,6383493
0,8860431
0,9267101

0,9187346

Legenda: 'Aumento — Tendéncia temporal para o aumento do numero de isolados

resistentes a um antibiético; 2Diminuigdo — Tendéncia temporal para a diminuigdo do

numero de isolados resistentes a um antibiético. Teste de Cochran-Armitage, valores

foram considerados significativos se p<0.05 t
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Tabela 3. Analise de variacdo temporal da resisténcia antimicrobiana de 238 isolados

de amostras de orelha de caes entre os anos de 2016 a 2018.

Antimicrobianos Aumento' Diminuigio?
Oxacilina 0,5801078 0,5663154
Cefalexina 0,6202165 0,4479976
Tetraciclina 0,8100126 0,2628443
Doxiciclina 0,3402761 0,7516427
Enrofloxacino 0,06109696 0,9576445
Marbofloxacino 0,6979338 0,4128508
Amoxicilina-Clavulanato 0,3046969 0,7590551
Polimixina B 0,04704548 t 0,9736294
Gentamicina 0,4015375 0,6654892
Tobramicina 0,9369188 0,08963117

Legenda: 'Aumento — Tendéncia temporal para o aumento do nimero de isolados
resistentes a um antibiético; 2Diminuigao — Tendéncia temporal para a diminuigdo do
numero de isolados resistentes a um antibiético. Teste de Cochran-Armitage, valores

foram considerados significativos se p<0.05 t
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Tabela 4. Anadlise de variagao temporal da resisténcia antimicrobiana de 76 isolados de

amostras de pele de caes entre os anos de 2016 a 2018.

Antimicrobianos Aumento’ Diminuigao?
Oxacilina 0,1554054 0,899047
Cefalexina 0,197991 0,8773256
Cefovecina 0,2486128 0,8916799
Tetraciclina 0,5923796 0,5401962
Doxiciclina 0,2638546 0,8618494
Enrofloxacino 0,001507532 1 0,9995118
Marbofloxacino 0,2027547 0,8858488
Amoxicilina-Clavulanato 0,2027547 0,8858488
Gentamicina 0,2848887 0,8101309
Neomicina 0,3455976 0,7940593

Legenda: 'Aumento — Tendéncia temporal para o aumento do nimero de isolados
resistentes a um antibiético; 2Diminuigao — Tendéncia temporal para a diminuigdo do
numero de isolados resistentes a um antibiético. Teste de Cochran-Armitage, valores

foram considerados significativos se p<0.05 t
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Tabela 5. Anadlise de variacdo temporal da resisténcia antimicrobiana de 277

Staphylococcus coagulase positiva isolados de caes entre os anos de 2016 a 2018.

Antimicrobianos Aumento' Diminuigio?
PenicilinaG 0,321143 0,7572314
Oxacilina 0,07824317 0,9507839
Ampicilina 0,1254153 0,9208848
Cefadroxil 0,07423033 0,961438
Ceftiofur 0,005954138 t 0,9988765
Cefalexina 0,1739125 0,8701905
Ceftriaxona 0,03950036 T 0,9793133
Cefalotina 0,1759587 0,9112839
Cefazolina 0,8188917 0,3446799
Cefovecina 0,1057839 0,9416646
Amicacina 0,6865836 0,672654
Gentamicina 0,1227095 0,9072554
Estreptomicina 0,4125353 0,8546584
Neomicina 0,6805981 0,3849587
Tobramicina 0,9679247 0,04972571 1
Florfenicol 0,5568572 0,7645449
Cloranfenicol 0,1759218 0,9135773
Tetraciclina 0,6940336 0,3768969
Doxiciclina 0,08905793 0,9424227
Enrofloxacina 0,001456296 0,9991547
Norfloxacina 0,02472462 t 0,9879688
Ciprofloxacina 0,02171824 t 0,9863992
Levofloxacina 0,1376978 0,9355322
Ofloxacino 0,5085804 0,5979181
Marbofloxacina 0,01097203 t 0,9934019
Amoxicilina-clavulanato 0,005452382 0,9974688
Sulfametoxazol-
Trimetropim 0,4890094 0,668551
Clindamicina 0,8826682 0,8826682
Eritromicina 0,7690935 0,3452075
Azitromicina 0,9804981 0,02955626
PolimixinaB 0,04088377 t 0,9811007
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Legenda: 'Aumento — Tendéncia temporal para o aumento do numero de isolados
resistentes a um antibiético; 2Diminuigdo — Tendéncia temporal para a diminuigdo do
numero de isolados resistentes a um antibiético. Teste de Cochran-Armitage, valores

foram considerados significativos se p<0.05 t
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ABSTRACT

The aim of this study was to isolate S. pseudintermedius (SP) in 50 dogs with superficial
pyoderma and / or recurrent otitis and their tutors to determine: resistance to oxacillin,
cefovecin and gentamicin by two diagnostic methods, presence of genes (mecA, mecAl,
mecA2 and msrA, PVL and fnbB) and associate risk factors for infection. The prevalence
in dogs was 38 / 50(76%) and in guardians 28 / 50(56%), with concomitant identification
in 24 / 50(48%). Oxacillin resistance occurred in 5 / 47(10.64%) dog strains and in 5 /
44(11.36%) guardians. There was a low correlation between oxacillin resistance in the
diffusion test and the presence of mecA, which was insignificant with the MIC. Previous
use of B-lactam antimicrobial showed a moderate correlation with resistance to oxacillin.
No dog SP was resistant to gentamicin in the diffusion test, but 1 / 47(2.12%) was in the
MIC. In 2 / 47(4.25%) strains of dogs and 2 / 47(4.54%) of guardians, msrA was
identified. For cefovecin, from dog isolates, 4 / 47(8.15%) demonstrated resistance in the
disk diffusion test and 11 / 47(23.40%) in the MIC. In guardian isolates, there were 3 /
44(6.81%) and 16 / 44(36.36%) resistant strains, in the diffusion test and MIC,
respectively. Gene fnbB was identified in 4 / 91(4.39%) strains, with a weak correlation
between isolates from the dog and guardian; PVL was not identified. Dogs that sleep with
positive humans are six times more likely to become positive and dogs that go “bathing
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and grooming” are four times more likely to be positive for SP. The diffusion method is
not a good option for determining strains resistant to oxacillin and cefovicin.

Keywords: mecA, diffusion discs, MIC, msrA, fnbB, PVL, resistance, antimicrobials.

RESUMO

Objetivou-se isolar S. pseudintermedius (SP) em 50 cades com piodermite
superficial e/ou otite recidivante e de seus tutores para determinar: resisténcia a
oxacilina, cefovecina e gentamicina por dois métodos diagndsticos, presencga de
genes (mecA, mecA1, mecA2 e msrA, PVL e fnbB) e associar fatores de risco
para a infecgdo. A prevaléncia nos caes foi de 38/50(76%) e nos tutores de
28/50(56%), com identificagdo concomitante em 24/50(48%). Resisténcia a
oxacilina ocorreu em 5/47(10,64%) cepas de caes e 5/44(11,36%) de tutores.
Houve baixa correlacdo entre a resisténcia a oxacilina no teste de difusdo e a
presenca de mecA, que foi insignificante com o MIC. Uso prévio de
antimicrobiano B-lactdmico mostrou correlagdo moderada com resisténcia a
oxacilina. Nenhum SP de céo foi resistente a gentamicina no teste de difuséo,
mas 1/47(2,12%) foram na MIC. Em 2/47(4,25%) cepas de caes e 2/47(4,54%)
de tutores identificou-se msrA. Para a cefovecina, dos isolados de céaes,
4/47(8,15%) demonstraram resisténcia no teste de difusdo em discos e
11/47(23,40%) no MIC. Nos isolados de tutores, houve 3/44(6,81%) e
16/44(36,36%) cepas resistentes, no teste de difusdo e MIC, respectivamente.
O gene fnbB foi identificado em 4/91(4,39%) cepas, com fraca correlagao entre
isolados do cédo e tutor; PVL nao foi identificado. Caes que dormem com
humanos positivos tem seis vezes mais chance de se tornar positivo e caes que
frequentam “banho e tosa” tem quatro vezes mais chance de positividade para
SP. O método de difusdo ndo € uma boa opg¢ao para determinar cepas

resistentes a oxacilina e cefovicina.

Palavras-chave: mecA, discos de difusdo, MIC, msrA, fnbB, PVL, resisténcia,

antimicrobianos

S. pseudintermedius forma junto com outras duas espécies, S.

intermedius e S. delphini, também coagulase positivas, o grupo conhecido como
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SIG (Staphylococcus intermedius group) (1). Essa espécie, assim como S.
aureus, é capaz de produzir uma variedade de fatores de viruléncia, incluindo a
capacidade de produzir coagulase, termonuclease, proteases, proteinas de
superficie como fatores de fragmentacdo e proteina A, além de citotoxinas,
toxinas esfoliativas e enterotoxinas (2, 3).

E a espécie mais isolada nos casos de piodermite nos cdes, sendo
frequentemente identificada nas orelhas e feridas infeccionadas, podendo ser
um complicador na resposta imunomoduladora (4,5). Outro ponto importante
com relagcdo a S. pseudintermedius é a sua capacidade de desenvolver
resisténcia a varias drogas. Nesse contexto, Staphylococcus pseudintermedius
meticilina resistente — MRSP, que se caracteriza pela presenga do gene mecaA,
emergiu como um grande desafio para veterinarios de pequenos animais, em
especial veterinarios dermatologistas, devido a sua extensa resisténcia as
drogas e a sua capacidade de causar infecgdes nosocomiais (6), sendo isolada
de caes com frequéncia cada vez maior e também apontado como causador de
infeccbes em humanos (7, 8, 9, 10).

No que diz respeito ao potencial zoondtico, os relatos de infecgdes em
humanos por MRSP vém aumentando em todo o mundo, com relatos de
isolamentos em feridas causadas por mordidas ou outras infecgdes de pele, além
de otite externa, sinusite, bacteremia relacionada ao uso de cateter, pneumonia
e abcesso cerebral (11, 12, 13). Além disso, estudo (14) ja demonstrou que
proprietarios de caes que apresentaram piodermite profunda, frequentemente
sdo carreadores de S. pseudintermedius, e outros estudos sugerem fortemente
que ocorra a transmissao de MRSP de caes para seus proprietarios (15, 16) e
para equipe de hospitais veterinarios (17).

Objetivou-se isolar S. pseudintermedius em caes com piodermite
superficial e/ou otite recidivante e nas narinas de seus tutores, e determinar
nessas cepas, a susceptibilidade a oxacilina, cefovicina e gentamicina por dois
métodos diagnosticos, os genes de resisténcia aos antimicrobianos (mecA,
mecA1, mecA2 e msrA) e de viruléncia (PVL e fnbB). Também buscou
correlacionar fatores de risco para a infeccéo e verificar a associacao entre os

métodos diagndsticos que identificam a resisténcia antimicrobiana.
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MATERIAL E METODOS
Amostras dos caes e seus tutores

Foi realizado um estudo transversal, que envolve a selecdo de amostras
de individuos de uma grande populagdo. Foram avaliadas amostras clinicas de
50 animais com otite e ou piodermite atendidos em hospitais veterinarios
publicos e privados e de seus tutores, para determinar a presencga simultanea de
positividade, fator de risco hipotético para transmissdo entre caes e tutores e
prevaléncia.

Como critério de inclusédo, considerou-se caes que apresentavam otite
e/ou piodermite superficial com carater recidivante, podendo ter feito ou ndo uso
de drogas antimicrobianas topicas e/ou sistémicos anteriormente. Também havia
necessidade de seus tutores permitirem a participacdo no estudo e fornecessem
material de suas narinas. Foram excluidos animais e/ou tutores que estivessem
fazendo uso de antimicrobianos no ato da avaliagao clinica.

Para identificacdo das lesdes de piodermite superficial foi considerada a
presenca de alopecia circular, papulas, pustulas, eritema e colarinhos
epidérmicos. Para caracterizar a otite, considerou-se o historico de prurido ou
dor otoldgica, além de eritema, edema e secregao otoldgica de qualquer aspecto.

Foram coletadas amostras de 50 caes e de seus tutores, que também
respondiam a um questionario sobre os habitos de vida do cao e de convivio com
humanos, curso da doenca do animal e tratamentos ja realizados (anexo 1).

A coleta das orelhas externas foi realizada com auxilio de otoscopio
veterinario e swab estéril, que depois era armazenado em meio de Stuart
(Absorve®). As amostras da pele foram coletadas da mesma forma,
preferencialmente de pustulas intactas (previamente rompidas com agulha
hipodérmica) ou de colaretes epidérmicos na porgéo inferior dos retalhos
vesicobolhosos, pustulares epidérmicos. As amostras das narinas foram
coletadas pelos préprios tutores com auxilio de swabs, sob supervisdo da
pesquisadora.

ApoOs a coleta, as amostras eram imediatamente transportadas ao
laboratério para cultivo e identificagao.
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Este estudo foi aprovado pela Comissao de ética na utilizagado de animais
(CEUA) sob o protocolo n° 055/18, e pelo Comité de ética em pesquisas com

seres humanos (CEP) sob o numero de parecer 2.980.894.

Cultivo e identificacao de S. pseudintermedius

As amostras foram enriquecidas em caldo BHI (Oxoid®) por 12 horas a
37°C e apos semeadas em agar Baird-Parker (Oxoid®) com incubagéo a 37°C
por 24 horas.

Trés colbnias de aspecto tipico, negras rodeadas ou ndo por halo de
lecitinase, foram ressemeadas em agar Baird-Parker (Oxoid®) e incubadas a
37°C por 24 horas. As colbnias puras foram testadas fenotipicamente para
producao das enzimas coagulase e catalase e identificadas morfologicamente
pela coloragao de Gram. Coldnias que apresentaram caracteristicas fenotipicas
de estaficocos coagulase positiva eram analisadas genotipicamente pela técnica
de PCR para identificagdo de S. pseudintermedius e paralalemente congeladas
em leite UHT (Ninho®, Nestlé) em ultrafreezer a -80°C. O descongelamento
posterior, para extracdo de DNA, identificacbes por PCR e testes de
sensibilidade aos antimicrobianos, foi realizado em temperatura ambiente.

Foi utilizada a termo-extragao para a obtengdo do DNA. Uma al¢ada de
coldnias crescidas em agar Baird-Parker (Oxoid®) foi transferida para 100 uL de
TE (10mM Tris HCI, 5mM EDTA, pH 8,0) em microtubo de 1,5mL, que era em
seguida, aquecido a 90°C por 15 minutos para liberagdo do DNA no meio. O
material era congelado totalmente por aproximadamente 30 minutos e depois de
descongelado em temperatura ambiente, era homogeneizado em vortex e
centrifugado a 14000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante que continha o DNA
era coletado com pipeta de 20uL e estocado a -20°C.

Para a identificacdo de S. pseudointermedius foram utilizados primers
previamente descritos por Sasaki et al. (2010) (18), que utiliza a identificagdo do
gene nuc (F2 TRGGCAGTAGGATTCGTTAA; RS CTTTTGTGCTYCMTTTTGG).
As reacdes foram preparadas utilizando-se 12,5uL de GoTag® Green Master
Mix, 2,5uL do primer (10 pmol/pL), 7 uL de agua da GoTag® Green e 3uL de
DNA total. A amplificagdo aconteceu nas seguintes condigbes: um ciclo de
desnaturacao inicial a 95°C por 2 minutos; seguido de 35 ciclos (desnaturagéo a

95°C por 30 segundos, anelamento a 56°C por 35 segundos e extensédo a 72°C
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por 1 minuto) e extenséo final a 72°C por 2 minutos. Em seguida realizou-se a
eletroforese em gel de agarose 1,5% com marcador molecular de 100 bp em
80V, 80 mA, 100 W por 120 minutos (Thermo Scientific®). Apds resolugéo do gel
utilizou-se o transluminador (L-PIX EX®) para a captura da imagem sob luz UV
em camara escura. A presenca de uma banda de peso molecular de 926 pares
de bases (926 pb) identificava a amostra como S. pseudintermedius.

Como controle positivo foi utilizada a cepa MRSP 3279 de S.
pseudintermedius e como controle negativo uma reagdo de amplificagdo sem

acréscimo de DNA.

Genes mecA, mecA1, mecA2, msrA, fnbB e leucotoxina PVL

Os genes foram determinados apenas nas amostras onde S.
pseudintermedius foi indentificado nos caes e em seus tutores.

Utilizou-se o mesmo DNA previamente extraido e as amplificacdes foram
realizadas utilizando-se 12,5uL de GoTag® Green Master Mix, 2,5uL de primer
de cada um dos genes (10 pmol/uL) (tabela 1), 7uL de Agua da GoTaq® Green
e 3uL de DNA total.

A amplificagdo aconteceu nas seguintes condigdes: um ciclo inicial de
desnaturacao a 95°C por 5 minutos; 35 ciclos de amplificacdo (desnaturagéo a
94°C por 2 minutos, anelamento a 53°C por 2 minutos e extensao a 72°C por 1
minuto) e extensao final a 72°C por 7 minutos.

Apo6s resolugao do gel utilizou-se o transluminador (L-PIX EX®) para a
captura da imagem sob luz UV em camara escura e a presenga de cada gene

determinada pelo tamanho das bandas em pb conforme a tabela 1.

Sensibilidade aos antimicrobianos
Teste de difusdo em discos

S. pseudintermedius (caes e tutores) foram descongeladas e reativadas
em caldo BHI (Oxoid®) por 12 horas a 37°C. Apos, foram semeadas em agar
TSA (BD®) e incubadas por 24 horas a 37°C. Trés col6nias foram coletadas com
alca estéril e homogeneizadas em solugao de NaCl 0,9% estéril até turvagao
equivalente a 0,5 na escala de MacFarland (19) e posteriormente semeadas em

agar Mueller-Hinton (Oxoid®) (MH). Apds secagem foram adicionados os discos
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dos antimicrobianos: oxacilina (1ug-Cefar®), gentamicina (10ug-Cefar®) e
cefovecina (30ug- Oxoid®). Apds 18 horas de incubagdo a 35°C, os halos foram
medidos e os resultados comparados aos valores de referéncia indicados pelo
CLSI (2019) (19) e classificadas como sensiveis, resisténcia intermediaria ou

resistente.

Concentragéo Inibitéria Minima (CIM)

O mesmo cultivo reativado e ajustado utilizado para o teste de disco
difusdo foi utilizado para a realizagdao do MIC, que foi determinado para os
antimicrobianos Aminoglicosideo gentamicina (Novafarma®) e os - lactdmicos
oxacilina (Novafarma®) e cefovecina (Convenia®, Zoetis).

Utilizou-se o método de microdiluicdo em caldo Mueller- Hinton
(Oxo0id®)(MH) cation ajustado com 0,37g/100ml de Ca?* e 0,835g/100ml de Mg?*.
A concentragdes testadas foram 0,25, 0,5, 1, 2, 4, 8, 16, 32 uyg.mL-! para os
diferentes antimicrobianos. Os pontos de corte de resisténcia para S.
pseudintermedius foram: gentamicina 216, oxacilina = 0,5 e cefovecina 22 (CLSI,
2019).

Para analise foram adicionados 180 pL de caldo MH (Oxoid®) ajustado
em placas de microdiluicdo de 96 pogos contendo os antimicrobianos alvos nas
concentragcbes previamente estabelecidas. Apds foi adicionado 20 pL da
suspensao bacteriana ajustada (CLSI, 2019).

As placas foram incubadas a 35°C por 18 horas para as amostras de
gentamicina e cefovecina e por 24 horas para a oxacilina (19). Apds esse periodo
foi realizada a leitura visual, sendo definido como a CIM a menor concentragao
do antimicrobiano na qual ndo foi observado crescimento visivel da bactéria, pela

auséncia de turvacédo do meio.

Analise dos resultados

Os dados foram tabulados e submetidos a estatistica descritiva.

Para avaliar a associagcao entre positividade em cées e tutores e a
influéncia dos fatores de risco “local de banho” e “local onde o animal dorme” foi
utilizado o teste do Q-quadrado (p< 0,05) seguido pela avaliagdo da razédo de
Odds (RO) (20).
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Para determinar se havia correlagdo entre a presenga de genes de
resisténcia e viruléncia em caes e tutores foi utilizado o Teste de Person (p<
0,05). A classificagao da associacgao foi estabelecida de acordo com o valor de r
Mukaka (2012) (21): muito forte (0,9 a 1,0), forte (0,7 a 0,9), moderada, (0,5 e
0,7), fraca (0,3 a 0,5), insignificante ou inexistente (0,3 a 0,0).

A associacédo entre os resultados da susceptibilidade para oxacilina e
cefovetina pelo método de difusdo em discos e concentracao inibitéria minima
(padréo ouro) foi realizada pelo teste do Q-quadrado (p< 0,05). Também foram
calculadas a sensibilidade, especificidade, valor preditivo e negativo e likehood
odds (20).

Os célculos foram realizados com o auxilio do programa Graphpad prism
8.3.

RESULTADOS

Identificagao de S. pseudintermedius (SP)

As 100 amostras clinicas dos caes e seus tutores resultaram em um total
de 289 colbnias, que foram testadas para a presenca de SP. Dentre colénias
proveniente de caes e tutores, 96/153 (62,94%) e 96/136 (38,97%),
respectivamente, foram positivas para SP.

A prevaléncia de isolamentos de SP nos caes foi de 38/50 (76%) e nos
tutores de 28/50 (56%), ja a identificagdo simultdnea em amostras de caes e de
seus tutores ocorreu em 24/50 (48%) dos casos.

Em 13/50 (6,5%) dos casos, SP foi identificado no cdo, mas seu tutor foi
negativo, e em 4/40 (8,0%) aconteceu o inverso, o tutor foi positivo e o céo
negativo.

Houve associagao positiva entre a presenca de SP no cdo e em seu tutor,
havendo cinco vezes mais chance de um humano adquirir esta bactéria se

estiver em contato com um cao positivo (p< 0,05, RO= 5).

Susceptibilidade in vitro a oxacilina e cefovecina e presenga do gene mecA
Dos 38 caes positivos para SP na pele ou orelha foram obtidas 47 cepas,

onde 11 (23,40%) foram resistentes a oxacilina pelo teste de difusdo em discos.
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Dessas, em 4/11 (36,36%) o gene mecA foi identificado. Com o uso do MIC,
14/47 (29,78%) mostraram-se resistentes a oxacilina, e destas, 4/14 (28,57%)
cepas foram positivas para o gene mecA.

Sete dentre as 11 cepas (63,63%) que apresentaram resisténcia a
oxacilina no teste com discos e 10/14 (71,42%) no CIM nao carreavam o gene
mecA. Em contrapartida, 2/36 (5,56%) amostras sensiveis a oxacilina no teste
de discos e 1/33 (3,03%) no MIC foram positivas para o gene mecA.

Das 44 cepas isoladas de 28 tutores, 7 (15,90%) foram resistentes a
oxacilina no teste de difusdo em disco, sendo 3/7 (42,85%) positivas para o gene
mecA. No CIM, 23/44 (52,27%) foram resistentes, e em 5/23 (21,74%) detectada
a presenga do gene mecA. Ja 2/44 (4,5%) isolados sensiveis a oxacilina em
ambos os testes in vitro foram positivas para o gene mecA.

Apenas 5/47 (10,64%) cepas de SP isoladas de caes foram positivas para
algum gene mecA, havendo duas cepas positivas para os genes mecA e mecA1,
duas para os genes mecA, mecA1 e mecA2 e uma positiva para o gene mecA2.
Das cepas isoladas dos tutores, 5/44 (11,36%) foram positivas para algum gene
mecA, e dessas, trés foram positivas para os genes mecA e mecA1, uma para
mecA, mecA1 e mecA2 e uma para o gene mecA1. Em duas cepas, sensiveis
no teste de difuséo e resistentes no MIC o gene mecA foi identificado.

Dos SP isolados de caes, 4/47 (8,15%) demonstraram resisténcia a
cefovecina no teste de difusdo em discos e 11/47 (23,40%) no MIC. Ja nos 44
isolados de tutores, a resisténcia foi de (3/44) 6,81% e (16/44) 36,36% no teste
de difusdo em discos e CIM, respectivamente.

Para as cepas resistentes a oxacilina em testes fenotipicos (conjunto de
isolados dos caes e tutores) houve fraca correlacdo entre resisténcia para
oxacilina no teste de difusdo em disco e a presenga do gene mecA (p < 0,05;
r=0,430), e essa correlagao foi insignificante para o CIM (p < 0,05; r=0,294). Ou
seja, a resisténcia para a oxacilina in vitro, nao foi pardmetro importante ou unico
de identificagdo para o gene mecA.

Em 42/47 (89,36%) isolados de caes foi relatado o uso anterior de algum
antimicrobiano, sendo 29/42 (69,04%) da classe dos B-lactdmicos. Houve
correlagdo moderada entre o uso prévio de algum antimicrobiano da classe dos
B- lactdmicos e a resisténcia, tanto no teste de sensibilidade com discos (p <
0,05; r=0,682) como no CIM (p < 0,05, r= 0,694) para a oxacilina.
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Susceptibilidade in vitro a gentamicina e presenga do gene msrA

Nenhum SP isolado de cao foi resistente a gentamicina no teste de

difusdo com discos, ja no CIM, 1/47 (2,12%) demonstrou resisténcia.

Dentre os isolados de tutores 2/44 (4,55%) foram resistentes a
gentamicina no teste de difusdo em discos e 4/44 (9,09%) no MIC.

Nao houve correlacao entre os valores de MIC de SP isoladas dos caes e
de seus tutores para a gentamicina (p< 0,05).

O gene msrA foi identificado em 2/47 (4,25%) dos isolados dos caes e
em 2/44 (4,54%) dos tutores. Nao houve correlagao entre a presenga dos genes

mrsA em caes e em seus tutores (p< 0,05).

Gene fnbB e produtor de PVL (Panton—-Valentine leucocidin)

O gene fnbB foi identificado em apenas 4/91 (4,39%) isolados, destes, 3
(75%) foram de cées e 1 (25%) de tutor, havendo fraca correlagdo entre a
presenca deste gene em isolados do céo e do tutor (p< 0,05, r=0,563).

O gene produtor de PVL n&o foi identificado em nenhum SP isolado de

amostras do cdo ou de seu tutor.

Associacao entre habitos de vida e presengca de SP nos caes e tutores

A associacao entre o local onde o cdo dorme (se com o tutor ou cama
prépria) e o isolamento de SP nos caes e tutores nao representou fator de risco
para a colonizagdo em humanos (p=0,3869, RO= 1,857). No entanto,
observamos que caes que dormem com humanos positivos para SP tem seis
vezes mais chance de se tornar positivo para SP do que aqueles que dormem
em cama propria (p= 0,0264, RO= 6).

Quanto ao local de banho do cao, observamos que este ndo é um fator
que interfere na positividade do tutor para SP (p=0,7734, RO=0,7618), entretanto
caes que tomam banho em banho e tosa, apesar da associacao nao significativa,
(p=0,0519) tem quatro vezes mais chance (RO= 4,091) de serem colonizados

por SP do que os que tomam banho em casa.
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Testes fenotipicos in vitro para determinar a susceptibilidade de SP a

oxacilina, cefovetina e gentamicina

Os indices obtidos para o teste de difusdo em discos quando comparado

ao padrao-ouro (CIM) estdo descritos na tabela 2.

DISCUSSAO

Identificagao de S. pseudintermedius

A prevaléncia de SP em amostras de cées é variavel, contudo a maior
parte dos estudos mostra percentuais entre 80 e 91% de positividade para esta
bactéria (22, 23, 24, 25, 26). Estes autores consideram que SP é a bactéria mais
prevalente na pele de caes higidos e também naqueles com infecgdes.

Nossos resultados mostram prevaléncia de 76% em amostras clinicas de
cées, maior que a descrita por Ruzauskas et al. (2016) (27) e por Scherer et al.
(2018) (28) que foi de 26,6% e 59,6%, respectivamente. Porém, todos os animais
em nosso estudo apresentavam infecgdo na pele ou na orelha, o que pode ter
determinado a maior prevaléncia.

Um resultado que chamou atencdo nesse estudo foi a alta prevaléncia
desta bactéria nos tutores. Apesar de com o passar dos anos muitos casos de
infeccdo em humanos por SP terem sido reportados (13, 29, 17, 9), a condicao
de portador atribuida aos humanos € considerada como eventual, ja que essa
bactéria ndo faz parte da microbiota nasofaringea natural do homem. Assim
como em nosso estudo, na maioria dos casos reportados houve contato prévio
com caes (30, 24, 9).

Hanselman et al. (2009) (24) avaliaram a colonizagc&o de veterinarios por
SP e verificaram que 50% desses profissionais carreavam essa bactéria em suas
narinas, sugerindo que o contato mais estreito com caes resultaria nessa
condicao. Em contrapartida, van Duijkeren et al. (2011) (9) demonstraram que
apenas 4% dos 45 tutores de animais com infeccéo clinica causada por SP
também apresentavam essa bactéria em suas narinas. Nossos resultados
corroboram com a maior parte dos autores (30, 24, 9), que também observaram
que a chance de um tutor adquirir esta bactéria € maior se estiver em contato

com um céo positivo para SP.

69



Susceptibilidade in vitro a oxacilina e cefovecina e presenga do gene mecA

A resisténcia de Staphylococcus a meticilina (oxacilina) em testes in vitro
€ um forte indicio da presenca do gene mecA, que esta localizado no elemento
genético mével SCCmec (31, 32, 33).

S. pseudintermedius resistente a meticilina € conhecido como MRSP, (34,
35, 36) e ganhou notoriedade a partir de sua alta prevaléncia como agente
etiolégico de infeccbes graves em varias espécies, como caes, gatos, cavalos,
pombos, jumentos e homem (5, 37, 17, 38, 39). E também considerada uma
bactéria complicadora em hospitais veterinarios (40).

Em nosso estudo, MRSP foi identificado em menos de 50% das amostras
dos caes e de seus tutores, concordando com estudos prévios. Em caes com
infeccdes clinicas, a prevaléncia de MRSP foi bastante diversa, com relatos
variando entre 2% e 94,28% (42, 42, 25, 43, 28).

Parte dos isolados de cées (7/11-63,63%) e de tutores (10/14-71,42%)
que foram resistentes a oxacilina ndo carreavam o gene mecA e a correlagéo
entre resisténcia a oxacilina determinada nos dois testes de susceptibilidade in
vitro e a presenca desse gene foi baixa ou insignificante. Acreditamos que essa
resisténcia possa ter ocorrido por outro(s) mecanismo(s), como por exemplo,
pela produgao de p-lactamases, mecanismo ja descrito como importante em SP
por outros autores (44, 45, 8).

A cefovecina € um antimicrobiano B-lactdmico, cefalosporina de terceira
geracao e de longa acao, especialmente criado para uso em caes e gatos (46).
Os relatos na literatura apontam para uma boa sensibilidade das cepas de S.
pseudintermedius a este antimicrobiano (47, 48), assim como o observado em
nosso estudo.

A resisténcia a cefovecina determinada por CIM nas cepas de SP isoladas
de humanos foi superior a observada nas cepas isoladas dos caes. Este
resultado ndo era esperado, ja4 que a cefovecina ndo é um antimicrobiano
utilizado em humanos. Acreditamos que a resisténcia nas cepas isoladas de
tutores possa ter ocorrido pela condigdo dessas serem originalmente adquiridas
de caes.

A associagao entre a resisténcia a cefovecina mediada pelo gene mecA e

testes in vitro, como as técnicas de difusdo em discos e CIM, tem sido
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investigada. lyori et al. (2013) (47) demonstraram haver correlag&o positiva entre
essas variaveis, ou seja, a resisténcia in vitro para a cefovecina é forte indicativo
da presenca do gene mecA nos testes genéticos; porém, no presente estudo
observamos baixa correlagdo entre esses eventos para o teste de difusdo com
disco e nenhuma correlagdo com o CIM.

Investigacéo de infecgdes humanas por MRSP demonstrou que em 21/22
(95,4%) dos casos havia a presenga de cdo na residéncia e concluiu que a
transmissao ao homem aconteceu pelo contato com o céo (10). Porém, poucos
estudos comparam a colonizacédo de tutores por MRSP simultaneamente com
sua presenca em caes. Nesse estudo, determinamos que cées e seus tutores
apresentaram percentuais de MRSP mais proximos, assim como descrito por
Findik et al (2018) (26), sugerindo também, que o contato com os caes € mesmo
um fator de risco para que o homem se torne carreador desta bactéria. Contudo,
para a presenga dos genes mecA, mecA1, mecA2, essa relagao nao foi
importante, ja que a correlagido entre a presenga concomitante desses genes em
cepa isolada do cédo e no seu tutor foi fraca ou insignificante, assim como, a
correlacio entre a resisténcia das cepas dos caes e dos tutores a oxacilina e a
cefovecina determinada pelo CIM. Acreditamos que algumas situagbes possam
ter ocorrido para justificar esses resultados: i) a troca de informagao genética
entre as cepas nao aconteceu de forma ativa; ii) houve perda de genes de
resisténcia pelas bactérias no processo de transmissao do cao para o tutor ou
vice-versa; iii) diferencas genotipicas nos isolados de S. pseudintermedius de
caes e tutores persistentemente colonizados refletiram na susceptibilidade
antimicrobiana (49).

O uso de antimicrobianos é considerado fator de risco para o aumento de
resisténcia de SP (50, 51, 52,53, 54), sendo esse fato também observado por
nos para os antimicrobianos da classe dos - lactamicos. Contudo, a correlagao
entre o uso de antimicrobianos e resisténcia foi moderada, sugerindo mais uma

vez, que outros fatores podem estar influenciando nessa relacao.

Susceptibilidade in vitro a gentamicina e presenca do gene msrA

A boa sensibilidade in vitro de S. pseudintermedius a gentamicina,
apesar de ser uma droga muito utilizada tanto no tratamento das otites como em

uso topico nas piodermites, vem sendo demonstrada por outros estudos ao longo
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dos anos (55, 56, 57, 28), inclusive por CIM (58). Em contraste, Nienhoff et al.
(2011) (59) dectaram mais de 70% de cepas de SP resistentes, também por
analises de CIM e Proetti et al. (2012) (60) encontraram 100% de resisténcia em
70 cepas de SP em testes de difusdo por discos. Nosso estudo esta de acordo
com a maioria dos autores citados, ja que foi observado baixo percentual de
resisténcia tanto nos isolados de caes como de tutores. Nao houve correlagao
entre os valores de CIM entre SP isolados de caes e de seus tutores para este
antimicrobiano, assim como observado para oxacilina e cefovecina. E provavel
que cepas de humanos e caes sofram pressao de selecao diferentes, resultando
em caracteristicas de resisténcia também diversas.

O gene msr(A) decodifica o “transportador ABC” e metilase de rRNA que
podem conferir resisténcia aos antimicrobianos estreptogramina B e macrolideos
(61, 62). Poucos sao os estudos que demonstraram a presenga de genes que
conferem resisténcia para cepas de SP aos macrolideos (63, 40), e no geral
outros genes sao mais estudados (ermA e ermB, por exemplo) (60). Nesse
estudo encontramos um pequeno numero de cepas que possuiam esse gene e
nao foi encontrado na literatura consultada trabalhos que mencionem a

prevaléncia do gene msrA em SP de caes com piodermite ou otite.

Genes que decodificam fatores de viruléncia (PVL e fnbB)

S. pseudintermedius produz uma leucotoxina conhecida como Luk-I,
semelhante ao PVL (Panton—Valentine leucocidin) produzida por S. aureus. Essa
leucotoxina € bastante citotdxica, principalmente aos polimorfonucleares,
causando destruicdo desses leucdcitos (2). A importancia do PVL em S.
pseudintermedius ja foi demonstrada, sendo identificada em mais de 95% das
cepas avaliadas por outros autores (64, 65, 66). Gomez-Sanza et al (2011) (67)
demonstraram a presencga desta leucotoxina em 100% dos isolados de caes sem
infeccdo clinica, contudo, em estudos conduzidos na Suica e Bélgica foi
observado 100% de cepas negativas para o PVL (68, 69). Assim como estes
autores, nao identificamos nenhuma amostra positiva para o PVL, mostrando
baixa capacidade de produzir esta leucotoxina.

As proteinas ligadoras de fibronectina expressas pelas bactérias sao
importantes fatores de adesao celular, pois promovem a interagao entre o

patdgeno e a célula hospedeira, e sua agao é essencial como primeiro e decisivo
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passo no estabelecimento de um biofilme bacteriano (70). Os genes fnbA e fnbB
codificam proteinas de ligagdo a fibronectina (71, 72), sendo esses genes ja
identificados em varias espécies de bactérias do género Staphylococcus (73).

No presente estudo avaliamos a prevaléncia do gene fnbB, gene que
estimula a fagocitose bacteriana(74), porém ndo encontramos na literatura
estudos prévios que descrevessem a prevaléncia do gene fnbB em SP isolados
de caes com infecgao clinica, apenas em bovinos com mastite. Assim como para
os demais genes avaliados nesse estudo, observamos uma fraca correlagéo
entre a presenga desse gene em caes e em tutores.

A baixa prevaléncia do gene fnbB e a auséncia de PVL nos isolados de
caes nao era esperada, ja que as amostras analisadas eram provenientes de
caes com histérico de doencga reicidivante. Dessa forma, esperava-se que as
cepas, apresentassem altos percentuais de resisténcia, além de genes que

conferem maior viruléncia.

Associagao entre habitos de vida e presenca de SP nos caes e tutores

Apesar de demonstrarmos que o contato do homem com um céao positivo
para SP o torna cinco vezes mais susceptivel a tornar-se carreador desta
bactéria, o fato de dormir com o cdo nao foi um fator que aumentou a chance de
colonizacao do tutor por SP. Contudo, dormir com um tutor colonizado por SP,
aumenta em seis vezes a chance do cdo se tornar positivo em comparagao
aqueles que dormem em cama proépria. Acreditamos que a depender de
condi¢cbes especificas ligadas a imunidade do tutor e capacidade de adeséo e
colonizagcdo de algumas cepas, o tutor poderia estar exercendo o papel de
reservatorio desta bactéria para o cdo. Hanselman et al. (2009) (24) avaliaram a
colonizacao de veterinarios por SP e observaram que 50% desses profissionais
carreavam SP em suas narinas, sugerindo, portanto, que o contato continuo com
cées resultaria nessa condigao de portador.

Determinamos que os caes que tomavam banho em “banho e tosa”
tiveram quatro vezes mais chance de serem colonizados por SP do que os que
tomavam banho em casa, acreditamos que o contato com outros caes, com o
ambiente e com os profissionais que cuidavam desses caes possam ser fatores

que favoregcam a manutencéao da colonizagao desses caes por SP.
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Testes fenotipicos in vitro para determinar a susceptibilidade de SP a

oxacilina, cefovetina e gentamicina

O teste de diagndstico fornece os valores de sensibilidade, especificidade,
valor preditivo positivo e negativo, que sao indicadores da viabilidade de um
método de analise. Comparar os resultados do teste de difusdo em discos, que
sao popularmente utilizados na maioria dos laboratorios comerciais com os
resultados da CIM, considerado o padrao-ouro, pode auxiliar a pratica clinica de
veterinarios, principalmente os de pequenos animais.

Os resultados de sensibilidade e especificidade mostrararam que o
meétodo de difusdo em disco, apesar de simples, barato e de facil execucgéo, nao
€ uma boa opcgao para determinar cepas resistentes a esses antimicrobianos.
Esse método, apesar de possuir boa especificidade, ou seja, conseguir
identificar as cepas verdadeiramente resistentes, pode resultar em um maior
numero de falsos negativos e classificar cepas resistentes como sensiveis (20).

A comparagao dos testes para identificar resisténcia a gentamicina sé
permitiu o calculo da especificidade, ja que a sensibilidade foi igual a zero, devido
ao numero muito baixo (5/91) de cepas resistentes no padrao ouro. Desta forma,
este resultado deve ser interpretado com ressalvas e deve ser avaliado em um
numero maior de cepas. Além disso, a probabilidade (p>0,999) indicou que ndo
houve nenhuma associagao entre os resultados dos dois testes.

Na avaliacdo da resisténcia antimicrobiana, € ideal que os testes tenham
alta sensibilidade, para que o numero de cepas falsamente classificadas como
sensiveis seja também baixo. Utilizar um antimicrobiano a que a bactéria é
resistente levara a uma maior pressao de seleg¢ao para essas cepas resistentes,

além de resultar em insucesso no tratamento ou recidivas (75, 76).

CONCLUSOES

Houve alta prevaléncia de isolamentos de SP em amostras de caes, de
tutores e de ambos concomitante, sendo o contato com caes positivos fator de
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risco para a colonizacdo de humanos, o que demonstra seu potencial zoonético.
Os principais fatores de risco para infeccdo de caes por SP foi dormir com um
tutor positivo e frequentar “banho e tosa”. Os riscos devem ser continuamente
avaliados, pois houve baixa correlagdo entre a presenga dos genes mecA,
mecA1, mrsA e fnbB nos isolados dos cées e seus tutores.

Os isolados demonstraram baixos indices de resisténcia a oxacilina e
cefovecina, e a presenga do gene mecA nao foi o mecanismo mais importante.
O uso prévio de B-lactdmicos influenciou moderadamente a resisténcia das
cepas. A resisténcia dos isolados a gentamicina foi baixo, mostrando-se um
antimicrobiano com bom desempenho para casos de otites e piodermites em
caes.

O método diagnostico de difusdo em discos nao foi um bom método para

identificar cepas resistentes a oxacilina e cefovecina.
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Anexo 1- Questionario respondido pelos tutores dos cdes com piodermite

superficial e/ou otites

Questionario

Nome do animal: Sexo:
Raca: Idade:
Pelagem:

Nome do proprietario:

Bairro onde reside:

Sobre a doenga

1- Qual a queixa principal?

2- Com que idade manifestou o quadro clinico pela primeira vez?

3- Como era quando comegou?

4- Fez uso de algum antimicrobiano nos ultimos seis meses? Qual?

5- Fez uso de algum medicamento imunossupressor nos ultimos seis meses? Qual?
6- Quais tratamentos ja realizou para a dermatopatia e qual foi a resposta destes?
Sobre habitos do animal:

1- Em que ambiente vive? Casa (dentro fora) Apto Outros:

2- Sobe: sofa cama
3- Onde dorme: ¢/ o dono sofa cama propria area de servico  canil
quintal

4- Tem acesso arua: sim nao

5- Tem contato com o sol: pouco muito nenhum
6- Convive com outros animais: nao sim qual?

6.1. Tempo de contato com eles: vivem juntos eventual
7- Alguém mais afetado:  humano céo gato  outros

8- Frequéncia de banho:

9- Produto usado:

10- Onde toma banho: casa pet shop outros
11- Tosa: ndao sim com que frequéncia

12- Arranca os pélos das orelhas: sim  néo
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Tabela 1. Sequéncia e pares de bases dos genes pesquisados nos isolados de

Staphylococcus pseudintermedius de caes e tutores.

Gene Sequéncia (5’ —3’) Peso Referéncia
molecular
(pb)
mecA F (5- F ACTGCTATCCACCCTCAAC-3) 100 Botoni et al,
R (5- CTGGTGAAGTTGTAATCTGG- 3)) 2016
mecA1 F (5-TCCAGATTACAACTTCACCAGG-3') 162 Merotha et al,
R (5-CCACTTCATATCTTGTAACG-3)) 2000
mecA2 F (5-ATCGATGGTAAAGGTTGGC-3)) 540 Merotha et al,
R (5-AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3)) 2000
msrA F (5-TCCAATCATTGCACAAAATC-3") 163 Ross et al, 1990
R (5-AATTCCCTCTATTTGGTGGT-3)
fnbB F (5-GGAGCGGCCTCAGTATTCTT-3)) 201 Jnsson et al.,
R (5"-AGTTGATGTCGCGCTGTATG-3") 1991
PVL F (5 — GCTGGACAAAACTTCTTGGAATAT — 3)) 85 Stegger et al.,

R (5" — GATAGGACACCAATAAATTCTGGATTG - 3’)

2012

Tabela 2. indices obtidos para o teste de difusdo em discos em comparacdo ao

padrao-ouro (CIM).

Oxacilina Cefovecina Gentamicina
Sensibilidade 0,3784 0,2222 0,000
Especificidade 0,9259 0,9844 0,9623
Valor preditivo positivo 0,7778 0,8571 0,000
Valor preditivo negativo 0,6849 0,7500 0,9273
Likelihood Ratio 5,108 14,220 0,000
P valor 0,0009 0,0025 0,9999
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