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RESUMO

A resisténcia aos antimicrobianos ¢ considerada um problema de saude publica mundial. Este
estudo objetivou avaliar a susceptibilidade de 91 cepas Sthapylococcus pseudintermedius
isoladas de cdes com otite (4) e piodermite recidivante (43) e de seus tutores (44) aos
antimicrobianos oxacilina, gentamicina e cefovecina por dois métodos diagndsticos, a
concentragdo inibitéria minima (CIM) e o teste de difusdo em discos, e verificar se os
resultados obtidos no teste de difusao podem ser associados aos resultados da CIM (padrao-
ouro). As cepas foram originadas de 50 caes e seus tutores. Os resultados foram utilizados
para a construcdo de perfis de resisténcia para isolados de caes e humanos. Foram observados
cinco perfis de resisténcia aos antimicrobianos, com resisténcia decrescente de S.
pseudintermedius a oxacilina, cefovecina e gentamicina, sendo este Ultimo, o mais indicado
para tratamento de piodermites e otites recidivantes em caes. O perfil com cepas sensiveis aos
tr€s antimicrobianos foi o mais prevalente e englobou 53,88% (49/91) das cepas. Observamos
fraca associagdo entre as resisténcias a oxacilina e cefovecina (r=0,392) por cepas de S.
pseudintermedius isoladas de animais e humanos, caracterizando que a resisténcia fenotipica
de uma nao reflete na outra. Nao foi possivel estabelecer a associa¢do para a gentamicina. A
avaliagdo do teste de difusdo em discos para determinar a resisténcia a oxacilina e cefovecina
demonstrou que o método possui baixa sensibilidade para determinar S. pseudintermedius
resistentes quando comparado ao padrdo ouro, a CIM. Desta forma, mesmo sendo
considerado um método de baixo custo e de facil na execucdo, seu uso nao ¢ indicado para

estabelecer a resisténcia de S. pseudintermedius a estes dois antimicrobianos.

Palavras-chave: CIM. Antibiograma. Infecgdes estafilocdcicas. Resisténcia antimicrobiana.



ABSTRACT

Antimicrobial resistance is considered a worldwide public health problem. This study aimed
to evaluate the susceptibility of strains of 91 Sthapylococcus pseudintermedius strains isolated
from dogs with otitis (4) and recurrent pyoderma (43) and their guardians (44) to the
antimicrobials oxacillin, gentamicin and cefovecin by two diagnostic methods, the minimum
inhibitory concentration (CIM) and the disk diffusion test, and check if the results obtained in
the diffusion test can be associated with the results of the CIM (gold standard). The strains
originated from 50 dogs and their guardians. The results were used to build resistance profiles
for isolates from dogs and humans. Five antimicrobial resistance profiles were observed, with
decreasing resistance of S. pseudintermedius to oxacillin, cefovecin and gentamicin, the latter
being the most suitable for the treatment of recurrent pyoderma and otitis in dogs. The profile
with strains sensitive to the three antimicrobials was the most prevalent and comprised
53.88% (49/91) of the strains. We observed a weak association between resistance to oxacillin
and cefovecin (r = 0.392) by strains of S. pseudintermedius isolated from animals and
humans, characterizing that the phenotypic resistance of one does not reflect in the other. It
was not possible to establish the association for gentamicin. The evaluation of the disk
diffusion test to determine resistance to oxacillin and cefovecin demonstrated that the method
has low sensitivity to determine resistant S. pseudintermedius when compared to the gold
standard, MIC. Thus, even though it is considered a low-cost and easy method to perform, its
use is not indicated to establish the resistance of S. pseudintermedius to these two

antimicrobials.

Keywords: CIM. Antibiogram. Staphylococcal infections. Antimicrobial resistance.



SUMARIO

INTRODUGAO. ...
OBJETIVOS ..o
2.1 ODBJetiVo GeIAL.......eeviiiiiieiieeieeciie ettt saaeeera e
2.2 Objetivos ESPECIfiCOS ...ccuviviiiriiieiieiieeiieie et
REVISAO DE LITERATURA ............cooooimiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e,
3.1 Microbiota cutdnea de CACS.......cccueeruireieeriieeiee ettt
3.2 Piodermite e otite bacteriana canina ............cceecueveereeieerienenieneeseeienene
3.3 Staphylococcus pseudintermedius e resisténcia aos antimicrobianos.........
3.4 Antimicrobianos: oxacilina, cefovecina e gentamicina..........cccceeeveereeennnen.
3.5 M¢étodos para determinar a suscetibilidade aos antimicrobianos................
3.5.1 Teste de difusao de diSCO......ccueriiriiriieiiiieieeeeeeeee e
3.5.2 Concentracao inibitoria minima- CIM.............ccccoeeeiiiieiieceiececec e,
MATERIAIS E METODOS...........ooiiiiiiiiiiieceeeee e
4.1 AMIOSIIAS  ..eeeiiieiiiee ettt ettt et ettt e
4.2 Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos............cccceeeeveereeeieenneennen.
4.3 Teste de difusao €m diSCOS ......eevuerierierieeiiirieieeie et
4.4 Concentracao minima inibitéria — CIM..........cccccveeiviiieiiiiieie e,
4.5 Andlises dos reSultados. .......ceeeuieriiiriieniieiieie e
RESULTADOS E DISCUSSAO...........cocommririirierieeieeinsseeseeesseessenee.
5.1 Susceptibilidade in vitro a oxacilina............c.cceeevieeeiieeeiieeeie e
5.2 Susceptibilidade in vitro a cefovecina..........cccceeevveeniineniiiniiniicniccene
5.3 Susceptibilidade in vitro a gentamicina..........c..ceceevveeuerienernieneeneeieneenn
5.4 Perfil de resisténcia de S. pseudintermedius isolados de animais e tutores.
5.5 Avaliagdo dos métodos diagnOStiCOS. .......ecvvvrervieeriieeriieerieeenieeeeeeeeeee e
CONCLUSAOQ ......ooviriiiiee et
REFERENCIAS........ooomiiriiriiireiies it sssses st ssssssssssssssssesees



1. INTRODUCAO

A resisténcia aos antimicrobianos ¢ considerada um problema de satde publica
mundial e no Brasil a realidade ndo ¢ diferente (ANVISA, 2019). E comum o uso
indiscriminado de antibioticos nas praticas veterinarias, incluindo o uso empirico de drogas de
ultima geracdo, e que ainda assim, nem sempre sdo eficazes (RIBEIRO; CORTEZI; GOMES,
2018). Na medicina humana, a conscientizagdo dos padrdoes de uso de drogas estdo se
tornando cada vez mais necessarias para incentivar o uso racional destes medicamentos. Estes
parametros sdo agora amplamente aceitos como um padrao global para a identificagdo de
problemas e tém sido utilizados em varios paises em desenvolvimento (GUARDABASSI &
KRUSE, 2018).

A irresponsabilidade na utilizagao de antibidticos exerce pressdao de selecdo, com
agentes etioldgicos cada vez mais resistentes e impacta a saude publica, especialmente quando
a resisténcia estd relacionada a bactérias zoonoticas. Um dos pilares para o controle da
resisténcia antimicrobiana € o monitoramento constante, com dados coerentes e precisos.
Assim, faz-se necessario o uso de métodos que auxiliem na identificacdo da emergéncia da
resisténcia e multirresisténcia, de forma padronizada e segura, para que medidas de controle e
alertas sejam adequadamente utilizados (LOUREIRO et al., 2018).

As patologias dermatologicas sdo casos rotineiros no cotidiano veterinario que
geralmente sdo de dificil diagnostico quanto ao agente etioldgico e demandam grande
utilizagdo de antibidticos, muitas vezes de forma empirica. A piodermite constitui uma das
principais causas de indicagdo de antibioticoterapia em caes (IHRKE, 2005; MAY, 2006;
GUARDABASSI et al.,, 2008) e quando ocorre de forma crénica ou recidivante, se faz
necessario o uso prolongado e frequente de antimicrobianos. Outra patologia recorrente na
rotina veterinaria ¢ a otite, uma inflamagao que se ndo tratada de forma eficaz, pode se tornar
cronica ou recidivante (RHODHES & WERNER, 2014).

Queixas dermatologicas representam cerca de 40% do total de atendimentos da
clinica médica de pequenos animais, sendo as piodermites bacterianas superficiais a mais
frequente dermatose em cdes (LARSEN, 2018). Um dos agentes etioldgicos mais
identificados em piodemites e otites em animais domésticos € Staphylococcus
pseudintermedius (MILLER et al., 2013).

Nas ultimas décadas, linhagens do género Staphylococcus resistentes aos
antimicrobianos beta-lactamicos vém crescendo gradualmente, o que reflete nos tratamentos

dermatoldgicos veterinarios, ja que um dos farmacos de primeira escolha ¢ exatamente desse



grupo. Essas linhagens resistentes sao chamadas de Staphylococcus pseudintermedius
meticilina-resistentes ou MRSP, do inglés methicillin-resistant  Staphylococcus
pseudintermedius. A resisténcia a meticilina geralmente esta relacionada a expressao de varios
genes, sendo o principal e mais bem compreendido o gene mecA que codifica uma proteina de
ligacdo a penicilina, alterando assim a proteina conhecida como penicillin-binding protein 2a
(PBP2a), desta forma, confere resisténcia aos antimicrobianos beta-lactdimicos (BOTONI et
al., 2016).

Assim, o monitoramento da resisténcia aos antimicrobianos em agentes zoonoticos
causadores de piodermites e otites em caes torna-se extremamente importante. O investimento
em pesquisas e estudos podem contribuir para a melhor terapéutica em caes, e ainda, prevenir

a infec¢do humana e facilitar seu tratamento quando necessario (CASTELA, 2013).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Verificar a susceptibilidade de cepas de S. pseudintermedius isoladas de caes com
otite e piodermite recidivante e de seus tutores para os antimicrobianos oxacilina, gentamicina
e cefovecina, por dois métodos diagnodsticos, a determinagdo da concentragdo inibitoria

minima (CIM) e o teste de difusdo em discos.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar fenotipicamente se as cepas S. pseudintermedius podem ser classificadas como

MRSP (S. pseudintermedius resistentes a meticilina).

- Utilizar a CIM para construir um perfil de resisténcia de S. pseudintermedius aos trés

antimicrobianos testados;

- Verificar se as resisténcias observadas em cepas isoladas de animais e humanos podem ser

associadas;

- Comparar os resultados obtidos no teste de difusdo em discos com o padrdo ouro
diagnostico, a concentragdo inibitoria minima (CIM) para avaliar a sensibilidade/resisténcia

de S. pseudintermedius aos antimicrobianos oxacilina, gentamicina e cefovecina.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Microbiota cutinea de caes

Patologias do sistema tegumentar possuem uma enorme importancia na clinica de
pequenos animais e representam quase 20% dos casos identificados na clinica médica
(SCOTT, 2011). A pele dos animais possui diversos mecanismos ¢ barreiras eficientes para
protecao ¢ manutengdo deste 6rgdo, dentre elas a microbiota residente. Os micro-organismos
residentes sao aqueles que sdo adquiridos da mae no periodo neonatal e persistem por toda a
vida do animal e sdo capazes de proliferar na pele integra (WILLENSE, 2000).

As bactérias simbidticas estdo presentes na pele e contribuem para a defesa, estando
localizados na epiderme superficial e nos foliculos pilosos. A relacdo micro-organismo e
hospedeiro permite que ocupem nichos microbiologicos e dificultem a colonizagdo por
patoégenos pela competicdo por nutrientes, produgdo de metabolitos € modulagao do sistema
imune (MILLER et al., 2013; HOFFMAN, 2017).

As bactérias mais comumente encontradas colonizando a superficie da pele de caes
sdo dos géneros Staphylococcus e Streptococcus, destacando-se S. pseudintermedius (PENA,
2007). De acordo com um estudo de Wedly et al. (2014), realizado no Reino Unido nos anos
de 2008 e 2009, entre os isoladas Staphyloccocus coagulase positiva, S. pseudintermedius foi
a espécie mais comum em animais, representando cerca de 11% do total das espécies de
estafilococos encontradas.

Segundo Griffeth et al. (2008) S. pseudintermedius ¢ mais associado com
colonizagdes e infeccdes em cades do que S. aureus, sugerindo entdo que S. pseudintermedius €
mais adaptado para colonizar pele e mucosas de cdes. Apesar de também colonizar caes
sauddveis, esta espécie ¢ a principal causa de infeccdes de pele (piodermite), otites externas,
abscessos e feridas infeccionadas.

Os animais portadores podem transmitir S. pseudintermedius para outros animais €
seres humanos, sendo estes sintomaticos ou assintomaticos, o que facilita a disseminagdo da
resisténcia, o que demonstra também o relevante potencial zoondtico dessa bactéria (WEDLY,
2014). Zoonoses causadas por S. pseudintermedius resistentes a meticilina (MRSP) entre caes
e seus tutores tém sido cada vez mais notificadas (KARLEC, 2016). Estudos identificaram
que proprietarios de caes com piodermite apresentavam estirpes idénticas aos seus caes, sendo
também observada resisténcia aos antibioticos testados (WEESE et al., 2010; PERRETEN et
al., 2010).
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3.2 Piodermite e otite bacteriana canina

Piodermatite bacteriana ¢ uma das doengas dermatoldgicas mais frequentes na clinica
veterinaria, acometendo principalmente cades, sendo rara em gatos e outros animais
domésticos (HOLMSTROM, 2020). A predominancia em caninos ¢ provavelmente devido a
estes animais possuirem estrato corneo mais fino e compacto do que outras espécies, além de
possuir escassez de lipideos intracelulares, apresentar pH mais elevado e possuir poucas
defesas nos pontos de abertura dos foliculos pilosos, resultando, assim, na debilidade dos
mecanismos de defesa locais, o que permite invasao bacteriana secundaria (MILLER et al.,
2013). Streptococcus spp. € Staphylococcus spp. sdo os agentes etioldgicos mais descritos e
comumente encontrados em piodermites secundarias (KNEGT, 2019).

O grande numero de casos de piodermites recorrentes e as reduzidas opcoes de
tratamento devido a resisténcia antimicrobiana ¢ uma realidade nas clinicas veterinarias
(RAVENS, et al., 2014). Neste contexto, S. pseudintermedius resistentes a meticilina (MRSP)
tornou-se relevante e importante no cotidiano de clinicas veterinarias, devido sua alta
prevaléncia e resisténcia, o que favorece infecgdes recorrentes (DIRIBE et al., 2015). A
frequéncia de resisténcia ao antibidtico meticilina em estafilococos isoladas de caes tem
crescido significativamente ao longo das décadas, e desta forma, é primordial que os clinicos
se conscientizem e priorizem o uso responsavel de antimicrobianas, tenham critérios para
escolha, tempo de uso e dosagem ideais (BARBOSA et al., 2011).

Para isso, ¢ extremamente necessario que se adicione a rotina clinica a realizagdo de
métodos diagndsticos, sobretudo nos casos de recorréncia de infeccdes ou tratamento
ineficientes (MILLER, 2013). Tais fatores, como uso de forma indiscriminada dos farmacos e
a ndo utilizacdo de técnicas que auxiliam na escolha e dosagem do antibiotico a ser utilizado,
predispdem a selecdo de bactérias resistentes ou multirresistentes e consequentes falhas
terapéuticas (GUARDABASSI et al., 2008).

A otite ¢ a inflamacdo de tecidos auditivos, sendo uma infeccao altamente frequente
nos atendimentos veterinarios e atinge em grande escala cdes e gatos, tendo como sinal clinico
especifico, prurido, o animal cocga, esfrega o ouvido no chdo excessivamente ou balanca a
cabeca demasiadamente, causando extremo estresse, hipersensibilidade e dor no animal
(NIBLETT et al., 2017). A fase cronica resultard numa alteracdo da normalidade do ambiente
e tecidos do canal da orelha, com espessamento das dobras do canal, que reduzem a largura
do canal devido a calcificacdo da cartilagem auricular (SMITH, 2003). O diagnéstico da otite

¢ realizado pela anamnese, otoscopia, exame dermatoldgico e citologia do cerumen, que ¢
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primordial na avaliagdo das caracteristicas da infeccdo. O tratamento geralmente ¢ realizado
com ceruminoliticos e farmacos especificos para o agente causador da patologia (LEHNER et
al., 2010).

As Dbactérias mais comuns associadas com otite sdao Staphylococcus
pseudintermedius, Streptococcus spp € Pasteurella multocida, j& Pseudomonas aeruginosa e

Escherichia coli sdo agentes menos comumente encontrados (YASUMITSU, 2019).

3.3 Staphylococcus pseudintermedius e resisténcia aos antimicrobianos

S. pseudintermedius nao ¢ um comensal habitual em humanos, porém, isolou-se essa
bactéria das narinas de tutores de cdes portadores de piodermite estafilococica, sendo a
origem zoondtica confirmada por meio de testes moleculares (PENA, 2007). Esse fator aponta
para o risco de transmissdo de S. pseudintermedius, principalmente para os tutores de animais
de estimagdo, principalmente devido ao contato cada vez mais proximo entre as duas espécies.
Como agravante, antimicrobianos utilizados no tratamento de cdes sdo similares aqueles
utilizados em seres humanos, € na sua maioria, o uso ¢ indiscriminado (FRANK et al., 2009).

S. pseudintermedius ¢ a espécie de Staphylococcus coagulase positiva mais
recentemente relatada e forma com S. intermedius € S. delphini o grupo conhecido como SIG
(Staphylococcus intermedius group) (BANNOEHR et al., 2007). Estes micro-organismos sao
isolados de varias espécies animais, tanto como agentes de enfermidades como parte da
microbiota normal (SASAKI et al., 2007). A diferenciacdo das espécies s6 ¢ possivel por
analise genomica (DEVRIESE et al., 2009). Assim, a identificacdo correta das espécies
envolvidas em afe¢coes nem sempre ¢ realizada, ndo se conhecendo a real prevaléncia de S.
pseudintermedius (BANNOEHR e GUARDABASSI, 2012; BORJESSON et al.,2015).

S. pseudintermedius sdo cocos gram positivos e representam cerca de 90% dos
estafilococos isolados de cdes, sendo isolados de narinas, regido perianal, orofaringe, e axilas
tanto de animais sauddveis como daqueles com piodermite (VAN DUIJKEREN, et al., 2011).
Estes locais sdo reservatorios da bactéria (VAN DUIJKEREN, et al., 2011), mas quando ha
um problema subjacente que altera a resisténcia da pele, pode haver infeccdo secundéria
resultando em doengas dermatologicas (SOMAYAIJI et al., 2016). S. pseudintermedius foi
descrita por Devriese e colaboradores (2005) como a bactéria mais isolada e identificada nas
patologias de pele em caes, sendo um dos principais agentes etioldgicos que requerem o uso
de antimicrobianos (DEVRIESE, 2009).

S. pseudintermedius possuem temperatura de crescimento 6timo de 35-37°C, sendo,
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portanto, mesofilas, sdo anaerobias facultativas, catalase positivas, ndo apresentam motilidade
e ndo forma esporos (QUINN et al., 2002; BOND & LOEFFLER, 2012). Crescem de forma
rapida (em torno de 24 horas) na maioria dos meios nutritivos, produzindo coldnias redondas,
lisas, elevadas e brilhantes, com cerca de 1 a 2 mm e com uma coloracdo que varia entre
branco-acinzentado e amarelado, facilitando assim seu estudo e compreensao (BOND &
LOEFFLER, 2012).

Uma das maiores preocupacdes em clinicas de pequenos animais, principalmente na
area da dermatologia, ¢ o numero crescente de isolados identificados como Staphylococcus
spp. resistentes a meticilina, que sdo causa importante de morbidade em animais, ¢ ainda,
risco para seus tutores (SASAKI et al., 2007).

Cabe salientar que os estafilococos resistentes a meticilina sdo com frequéncia,
resistentes a multiplas classes de agentes antimicrobianos, incluindo os aminoglicosideos,
clindamicina, macrolideos, fenicéis, quinolonas, sulfonamidas e tetraciclina. A observacao de
resisténcia multipla deverd indicar a possibilidade de resisténcia a meticilina. Entretanto, ha
registros de cepas de S. aureus resistentes a meticilina, mas que ndo apresentam resisténcia a
outras classes de agentes antimicrobianos, isoladas em populagdes de pacientes ambulatoriais
e hospitalizados (TAVARES, 2000).

Considerando que S. pseudintermedius s6 pode ser identificado por métodos
moleculares, ¢ possivel que grande parte dos Staphylococcus spp. sejam S. pseudintermedius.
Um estudo realizado por PENNA et al. (2010), na cidade do Rio de Janeiro, isolou 151
amostras de animais que apresentavam otite externa, demonstrando a presenca de 60,3% de
Staphylococcus spp., destes 38,4% foram de S. pseudintermedius, 15,4% de S. schleiferi e
14,3% de S. aureus. Outro estudo realizado em Belo Horizonte, demonstrou também alta
prevaléncia de otite por S. pseudintermedius, apresentando 59,6% das amostras analisadas

(SCHERER et al., 2018).

3.4 Antimicrobianos: oxacilina, cefovecina e gentamicina

Atualmente varios estudos vém relatando o aumento da disseminacdo de cepas
resistentes aos betalactamicos, anteriormente eficazes no tratamento das infeccoes
estafilococicas. Nestes casos a modificagdo das proteinas ligantes de penicilina, sintetizadas
pelo gene mecA € um dos principais mecanismos de resisténcia identificados (AARESTRUP

etal., 2001).
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A oxacilina ¢ uma droga bastante utilizada em tratamentos por estafilococos, sendo
associada ao uso de um aminoglicosideo por um periodo de tempo curto (3 a 7 dias), € ativa
contra a maioria dos cocos gram-positivos, em especial os estreptococos beta-hemoliticos,
pneumococos e estafilococos nao-produtores de penicilinase (ANVISA, 2018). Resisténcia de
Staphylococcus sp a meticilina e a oxacilina foram relatados ja na década de 60, devido
principalmente a presenca do gene mecA. Os estafilococos foram capazes de desenvolver
rapida resisténcia aos antibioticos (TAVARES, 2000).

Atualmente, estafilococos vém registrando indices de resisténcia considerados
notavelmente altos de 30% a 66%. A resisténcia ¢ resultado de genes cromossdmicos que
codificam modificagdes no receptor de acdo dos beta-lactamicos, as proteinas ligadoras de
penicilinas (PBPs), havendo a produ¢do de novas PBPs (PBP2' ou PBP 2a) apresentando
baixa afinidade pelos beta-lactamicos. Em menor frequéncia os estafilococos podem
apresentar um nivel baixo de resisténcia a oxacilina e a meticilina devido a produgao de uma
PBP estruturalmente modificada ou pela superproducao de beta-lactamases que inativam estes
antimicrobianos (NAKANO, 2004). Deve-se salientar que os estafilococos sdo, igualmente,
resistentes as cefalosporinas, embora possa apresentar discrepancias na sensibilidade
demonstrada no antibiograma (WERNICK, 2010).

A cefovecina ¢ classificada como cefalosporina semissintética de terceira geragao,
indicada no tratamento de infeccdes de pele e do trato urindrio de cdes e gatos
(STEGEMANN et al., 2006). Sao classificadas em geracdes, seguindo as caracteristicas
cronoldgicas de sua sintese. Seu diferencial em relagdo as outras cefalosporinas ¢ sua alta
ligacdo as proteinas plasmaticas, o que lhe confere longo periodo de agdo e,
consequentemente, um menor numero de aplicacdes facilitando assim a rotina veterinaria
(PAPP et al., 2010).

A gentamicina pertence ao grupo dos aminoglicosideos derivados da glicose. O
primeiro antimicrobiano deste grupo descoberto e utilizado como medicamento foi a
estreptomicina, extensamente utilizada no tratamento de algumas doencas, como por exemplo,
a tuberculose (NEVES, 2007). O principal mecanismo de resisténcia dos estafilococos ¢ a
inativacao das drogas por enzimas celulares modificadoras dos aminoglicosideos. Vérios loci
distintos codificam estas enzimas modificadoras, sendo a mais conhecida dessas regides, a
que codifica as enzimas acetiltransferase (AAC), adenililtransferase (ANT) e fosfotransferase
(APH) (VIVEK, 2000). Alguns destes mecanismos ja foram descritos na literatura e incluem a
eliminagdo do antimicrobiano para o exterior da célula (bombas de efluxo) e a reducdo da

permeabilidade celular ao antimicrobiano (LAMBERT, 2012).
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3.5 Métodos para determinar a suscetibilidade aos antimicrobianos

3.5.1 Teste de difusao de discos

O teste de difusdo em disco ¢ uma técnica utilizada para determinar a sensibilidade ou
resisténcia bacteriana in vitro frente aos agentes antimicrobianos utilizados na terapéutica. No
método de difusdo em discos sdo utilizados discos impregnados com concentragdes
conhecidas dos antimicrobianos em placas contendo meio de cultura (Mueller-Hinton) e
concentracdes padronizadas da bactéria alvo em cultura pura (CLSI, 2019).

Os testes de sensibilidade sdo indicados quando se acredita que o organismo causador
da infeccdo pertence a uma espécie capaz de demonstrar alta resisténcia aos agentes
antimicrobianos de uso mais recorrente (CLSI, 2019).

Este método ¢ amplamente utilizado na rotina veterinaria, devido ao seu baixo custo,
praticidade, eficacia e facilidade de interpretacao. O teste ¢ feito com a cultura da bactéria em
uma placa de Petri e depois a aplicagdo de discos contendo os antibidticos. A amostra fica
incubada geralmente entre 18 a 24 horas e o resultado pode ser estimado logo em seguida.
Cada antibidtico gera uma regido de atividade em torno da coldnia no formato de um disco ou
halo, cujo tamanho permitird classificar o micro-organismo em sensivel, intermediario ou
resistente a determinada droga (WINSTANLEY, 2011).

Ao contrario do processo manual de realizacdo do antibiograma, tém surgido a
implementagdo de equipamentos que melhoram as praticas laboratoriais, tendo como
vantagens a automatizacdo dos processos. A automatizagdo deste processo confere melhor
padronizagdo dos resultados e aumento da qualidade dos dados, reduzindo erros e risco de
contaminacdo, e assim, gerando mais agilidade, seguran¢a e reducdo de custos (LESTARI,

2008).

3.5.2 Concentracio inibitéria minima - CIM

A CIM ¢ a quantidade minima de determinado antimicrobiano suficiente para inibir o
crescimento visivel do micro-organismo (ARENDRUP et al., 2017). A determinagdo da CIM
pode ser realizada por técnicas de diluicdo em caldo (macrodilui¢cao e microdilui¢do), sendo a
técnica de microdiluicdo mais utilizada para economizar meios de cultura, reagentes e por
utilizar pequena quantidade dos antimicrobianos.

A principal desvantagem do método de macrodilui¢do prende-se com a morosidade da
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preparagao das solugdes antibidticas para cada teste, da possibilidade de erro na preparacao
das mesmas e da grande quantidade de reagentes e espacgo exigido para cada andlise. J4 um
ponto positivo da técnica ¢ a facilidade em produzir grande quantidade de dados e facilidade
em obtencao de resultados definitivos e concretos. (JORGENSEN & FERRARO, 2009).

A miniaturizacdo da técnica, utilizando placas de microdilui¢ao tornaram os testes de
diluicdo em caldo praticos e populares. As vantagens da microdiluicdo incluem a
reprodutibilidade, a conveniéncia de utilizar painéis previamente preparados, economia de
reagentes e espaco reduzido A principal desvantagem deste método (quando se utiliza painéis
pré-preparados) € a inflexibilidade na selecdo dos principios ativos disponiveis no comércio
(JORGENSEN & FERRARO, 2009).

O método de diluicdo em caldo considera a relagdo entre a propor¢do de crescimento
do micro-organismo desafiado no meio liquido e a concentragdo da substancia ensaiada. A
avaliagdo ¢ comparada frente a um padrdo bioldgico de referéncia (PINTO et al., 2003). O
método fornece resultados quantitativos e ndo ¢ influenciado pela velocidade de crescimento
dos micro-organismos. Sua desvantagem ¢ a dificuldade na detec¢do de contaminagdo no caso

de teste de materiais clinicos (OSTROSKY, 2008).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Amostras

Foram analisadas cepas de S. pseudintermedius previamente isoladas por MARTINS
(2020) de amostras clinicas de 50 caes de diversas ragas, ambos os sexos e vdrias idades, que
apresentavam otite ou piodermite; além de secre¢do das narinas de seus tutores. Como critério
de inclusdao no estudo foram utilizados animais que apresentavam otite ou piodermite
recidivantes e que nao tinham sido submetidos a antibioticoterapia nos ultimos dez dias antes
da coleta.

Os micro-organismos foram isolados e identificados como pertencentes ao gé€nero
Staphylococcus por métodos tradicionais de cultivo e identificados a espécie S.
pseudintermedius pela técnica de PCR. As cepas puras foram armazenadas (em ultrafreezer
-80°C) na bacterioteca do Laboratério de Epidemiologia Molecular da Faculdade de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal de Uberlandia.

Para este estudo foram utilizados todos os 91 isolados identificados como S.
pseudintermedius pelo método molecular, sendo 47 (51,64%) cepas provenientes de animais e
44 (48,36%) isoladas de humanos. Em algumas coletas, mais de uma cepa foi isolada. Das 91
estirpes em estudo, quatro (4,39%) foram isoladas de otites de caes, 43 (47,25%) de
piodermites e 44 (48,36%) de narinas de tutores.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA)
protocolo n® 055/18 e Comité de Etica em Pesquisa com Seres Humanos (CEPSH), sob o

numero de parecer 2.980.894.

4.2 Testes de susceptibilidade aos antimicrobianos

As cepas foram submetidas a dois testes diagndsticos para avaliar a susceptibilidade
a gentamicina, cefovecina e oxacilina, o teste de difusdo em discos e a concentracdo inibitdria
minima. Os antimicrobianos foram selecionados pela sua relevancia no seu uso cotidiano em
clinicas veterindrias.

Para as andlises, as cepas foram descongeladas em temperatura ambiente por alguns
minutos e reativadas em caldo infusdo de cérebro e coragdo — BHI (Ox0id®) por 24 horas a
37°C, em seguida, foram semeadas na superficie de Tryptic Soy agar- TSA (BD®) e
incubadas por 24 horas a 37 °C.



18

Para os testes, a concentragdo do inoculo foi padronizado, introduzindo duas a trés
colonias puras diluidas em NaCl 0,85% estéril até a turvagdo equivalente a 0,5 na escala de

MacFarland, que corresponde a aproximadamente 1,0 x 10* UFC/mL (CSLI, 2020).

4.3 Teste de difusao em discos

Todos os procedimentos foram realizados conforme protocolo descrito no CLSI
(2019). Para isso, foram preparadas placas de agar Mueller-Hinton (Ox01d®) estéril em uma
camada uniforme com aproximadamente 4 mm do meio e semeado em sua superficie, a
suspensao bacteriana previamente preparada e padronizadas. A semeadura foi realizada com
auxilio de swab estéril de forma suave em todas as dire¢cdes da placa (cinco diregdes),
procurando abranger toda a superficie existente.

ApoOs repouso por cinco minutos para absor¢do do indculo foram depositados na
superficie do agar os discos de gentamicina (10ug-Cefar®), cefovecina (30pg- Oxo0id®) e
oxacilina (1pg-Cefar®). Apos aproximadamente 15 minutos de repouso, as placas foram
incubadas em temperatura a 35°C, por um periodo de 16 a 20 horas, em posi¢do invertida.

A leitura e interpretagao dos resultados foram realizadas pela medi¢ao dos halos de
inibi¢do com o auxilio de régua milimetrada e comparagdo com os pontos de corte indicados
pelo CLSI veterinario e humano (2019), ndo possuindo divergéncia entre os valores para
classificagdo das cepas de cdes e tutores como sensivel, com resisténcia intermedidria ou

resistente (tabela 1).

Tabela 1. Tamanho dos halos (mm) para classificacio da susceptibilidade de S.

pseudintermedius aos antimicrobianos.

Antimicrobiano Sensivel Resisténcia Resistente
Intermediaria

Oxacilina >18 - <17

Gentamicina >15 13-14 <12

Cefovecina >24 21-23 <20

CLSI Veterinario (2019), CLSI humano (2019)

4.4 Concentrac¢ao inibitoria minima - CIM
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Foi utilizada a técnica da microdiluicdo em caldo conforme protocolo padronizado
pelo Clinical Laboratory Standards Institute (CLSI, 2019). Foram testados os
antimicrobianos oxacilina, cefovecina e gentamicina, de acordo com a sua revelancia na
rotina veterinaria.

Foram utilizadas microplacas estéreis de 96 pogos, individuais para cada
antimicrobiano. Inicialmente foi ajustado o caldo Mueller-Hinton (MH) com adi¢do de
0,37g/100 mL de Ca*" e 0,835g/100 mL de Mg** na concentracio final de 32ug/mL. Em
sequéncia, 180uL da solu¢dao antibiotica foi adicionada nos pogos da linha 1 de cada
microplaca e os pogos 2 a 8 foram preenchidos com 100uL de caldo MH ajustado.

A diluicdo em série foi realizada transportando 100 pL do pogo da primeira linha
para a segunda, da segunda para a terceira, € assim sucessivamente, até o oitavo po¢o, como
nao ha linha I, depois de homogeneizar a linha H, os tltimos 100 pL foram descartados. Apos
isso, foram acrescentados 80 uL de caldo MH suplementado a todos os pogos da microplaca
e 20 puL da suspensdo bacteriana anteriormente preparada (padronizada em NaCl 0,85%
estéril para a escala de 0,5 de MacFarland), obtendo-se as concentragdes finais de 0,25, 0,5,
1,2,4,8,16 ¢ 32 pg/mL.

Como controle negativo foi utilizado meio MH sem o acréscimo de bactérias na
linha 1 e como controle positivo foi utilizado uma cepa de S. pseudintermedius na linha 2 e.

A figura numero 1 ilustra o arranjo das microdilui¢des e concentragdes nas microplacas.
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Figura 1: Esquema adaptado de TAVARES (2020), demonstrando a disposi¢do das
microdiluigdes dos antimicrobianos nas microplacas. 1: controle negativo sem bactérias. 2:
controle positivo. A, B, C, D, E, F, G e H: dilui¢des seriadas do antimicrobiano (pg/mL).
Numeros 3 a 12: cepas a serem testadas.

As microplacas foram incubadas em aerobiose a 37°C por 18 horas para testar a
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susceptibilidade a gentamicina e cefovecina e por 24 horas para a oxacilina e apds esse
periodo foi realizada a leitura visual. A CIM foi definida como a menor concentra¢do do
antibidtico, na qual ndo foi observado crescimento visivel da bactéria pela auséncia de
turvagdo do meio. Os pontos de corte para classificar a susceptibilidade de S.

pseudintermedius estdo descritos na tabela 2.

Tabela 2. Pontos de corte (ug) para classificagdo da susceptibilidade de S. pseudintermedius
aos antimicrobianos pela CIM.

Antimicrobiano Sensivel Resisténcia Resistente
Intermediaria

Oxacilina <0,25 - >0,5

Gentamicina <4,0 8 >16

Cefovecina <0,5 1 >2

CIM: concentracdo inibitéria minima. CLSI veterinario (2019), CLSI humano

(2019)

4.5 Analise dos resultados

Os dados foram tabulados e submetidos a estatistica descritiva. Os indices de
sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e negativo foram calculados
considerando os valores da CIM como padrdo ouro com o auxilio do programa Graphpad
Prism 8.3.

Para realizar a comparagdo entre os resultados da CIM e teste de difusdo em discos
para os antimicrobianos € a mensuragdo da associacdo entre os resultados obtidos na
concentragdo inibitdria minima para oxacilina, cefovecina e gentamicina em cdes e tutores foi
utilizado Teste de Pearson (p< 0,05). A classificagdo dessa associacdo foi determinada de
acordo com o valor de r Mukaka (2012), que estabelece como uma associagdo muito muito
forte (0,9 a 1,0), uma associagdo forte (0,7 a 0,9), uma associagdo moderada, (0,5 e 0,7), uma
associagao fraca (0,3 a 0,5), e por fim para ser considerada uma associacdo fraca
insignificante ou inexistente (0,3 a 0,0). Para estabelecer o nivel de significancia entre os
isolados de animais e tutores classificados como MRSP, resistentes pela CIM a cefovecina e
gentamicina, foi utilizado o Teste Exato de Fischer (0=0,05), considerando significante o

valor de p< 0,05, IC =95%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Susceptibilidade in vitro a oxacilina

A determinagdo precisa da resisténcia a oxacilina (meticilina) de S. pseudintermedius
causadores de infecgdes ¢ extremamente importante (ANAND et al., 2009), ja que influencia
diretamente na escolha da antibioticoterapia, ¢ pode também contribuir no controle da sua
disseminagdo (BROEKEMA et al., 2009; PRAMODHINI et al., 2011).

As resisténcias a oxacilina determinadas pela CIM e teste de difusdo em discos,

discriminados pelo local de isolamento estdo na tabela 3.

Tabela 3. Resisténcia a oxacilina por S. pseudintermedius isolados de tutores e caes,

identificando o local de isolamento.

Resisténcia N (%)
Local de isolamento (N) CIM Difusao de discos
Otite de caes 2/4 (4,25%) 0/4 (0%)
Piodermite de caes 12/43 (25,53%) 11/43 (23,40%)
Tutores 22/44 (50%) 5/44 (11,36%)
Tutores e caes™ 11/91 (12,08%) 5/91 (5,49%)

* Isolados concomitantes do cdo e seu tutor.

S. pseudintermedius ¢ uma bactéria de alta prevaléncia nas clinicas veterinarias como
agentes etiologicos de otites e piodermites (BOTONI, 2016). Quando esta espécie ¢
classificada como MRSP (S. pseudintermedius resistente a meticilina), a importancia ¢ ainda
maior, considerando as dificuldades que representam para a terapéutica (DEVESA, 2015) e o
potencial zoondtico (ROSSI, 2011). A resisténcia ao antimicrobiano em cepas isoladas de
animais, também representam perigo a saude humana, pois estudo determinou que o contato e
a presenga de cdes na residéncia foram fatores de risco para a infeccdo humana (SOMAYAIJI,
2016).

Em nosso estudo, considerando a CIM como padrao ouro, MRSP foi identificada
fenotipicamente em 37/91 (40,65%) das cepas analisadas o que concorda com estudos

semelhantes (BOURGUIGNON, 2016; SOMAYAIJIL 2016; BOTONI, 2016; PERRETEN et
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al., 2010). Cepas MRSP sao especialmente importantes devido seu envolvimento em
infeccdes graves em varias espécies, com destaque para animais domésticos como caes €
gatos (SASAKI, 2007; MILLER, 2013).

Botoni (2016) analisou na cidade de Belo Horizonte, S. pseudintermedius isolados de
43 caes com piodermite superficial entre os meses de margo e julho de 2013, observando
assim que 21/62 amostras (34%) eram resistentes a oxacilina, semelhante ao observado em
nosso estudo.

Outro estudo realizado em 103 isolados de MRSP na América do Norte e Europa,
mostrou que 90% das cepas possuia resisténcia a antimicrobianos além dos B-lactamicos, que
incluia a ciprofloxacina, clindamicina, eritromicina, kanamicina, estreptomicina e
trimetropim, sendo observada também resisténcia a gentamicina e tetraciclina em 70% dos
casos, € em 57% ao cloranfenicol (PERRETEN et al., 2010).

A associagdo entre a resisténcia das cepas de caes e tutores a oxacilina determinada
pelo teste de Pearson r=0,4098 (p= 0,0057) ¢ classificada como fraca por MUKAKA (2012).
Essa baixa correlagdo indica que a resisténcia das cepas isoladas de animais ndo reflete na
resisténcia de isolados de humanos, e vice-versa. Apesar de ndo ter sido realizada analises
para verificar a relagdo epidemiologica entre os isolados de animais e humanos, ¢ possivel
inferir, que mesmo que tenha havido a transferéncia de S. pseudintermedius entre as espécies,

pressdo de selecao distintas podem ter definido o fenotipo das cepas (HARTMANN, 2005).

5.2 Susceptibilidade in vitro a cefovecina

A cefovecina € um antimicrobiano betalactamico, classificado como cefalosporina de
terceira geracdo e de longa acdo, de uso exclusivo veterindrio, utilizado especialmente em
caes e gatos domésticos. Relatos e estudos anteriores apontam boa sensibilidade em cepas de
S. pseudintermedius a este antimicrobiano (IYORI, 2013; HARIHARAN, 2014), assim como
observado em nosso estudo (tabela 4).

Hariharan (2014) estudou ao longo de um periodo de dois anos, 66 casos de
piodermite canina em Granada, Indias Ocidentais. Do total de 116 isolados bacterianos, a
maioria eram espécies Gram-positivas, € o organismo mais comumente identificado foi S.
pseudintermedius. Diferente de nosso estudo, todos os isolados de estafilococos foram
suscetiveis a cefovecina, e a outros beta-lactimicos como amoxicilina-acido clavulanico,
cefoxitina, cefpodoxima e cefalotina. A multirresisténcia foi evidente apenas entre isolados

de S. pseudintermedius (6/28) e isolados de S. hominis (3/6).
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Tabela 4. Resisténcia a cefovecina por S. pseudintermedius isolados de tutores e caes,

1dentificando o local de isolamento.

Resisténcia N (%)

Local de isolamento (N) CIM Difusao de discos
Otite de caes (X) 0/4 (0%) 0/4 (0%)
Piodermite de caes 11/43 (23,40%) 1/43 (2,12%)
Tutores 16/44 (36,36%) 3/44 (6,81%)
Tutores e caes™ 4/91 (4,39%) 1/91 (1,09%)

*Isolados concomitantes do cdo e seu tutor com resisténcia a cefovecina.

Os indices de resisténcia determinados neste estudo 27/91 (29,67%) sdo considerados
preocupantes, especialmente os observados em cepas isoladas de humanos (36,36%), ja que €
um antimicrobiano de uso exclusivo em animais, principalmente caes e gatos. De outro lado, a
a ceftriaxona, que também ¢ uma cefalosporina de terceira geragdo ¢ amplamente utilizada no
tratamento de infec¢des de pele e otites em humanos e é um dos antimicrobianos de elei¢ao
para o tratamento pediatrico (STEFANI et al., 2018). E provavel entdo, que haja resisténcia
cruzada entre a cefovecina e a ceftriaxona.

Quando os resultados para a resisténcia a cefovecina nos testes CIM e difusdo em
discos foram comparados, o valor de r=-0,094 (p=0,534), demonstrou que ndo ha associacao
(MUKAKA, 2012). Assim, ¢ provavel que laboratorios veterinarios, que utilizam
majoritariamente o teste de difusdo em disco para determinar a resisténcia bacteriana, estejam
indicando erroneamente a susceptibilidade a esta droga, o quer reforca a necessidade de
utilizacdo de métodos adequados para o diagndstico e determinacdo da resisténcia de S.

pseudintermedius a cefovecina e outros antimicrobianos.

5.3 Susceptibilidade in vitro a gentamicina

Os menores indices de resisténcia de S. pseudintermedius foram observados para a
gentamicina (tabela 5). Na CIM, considerada o padrdo ouro para o diagnostico, somente 5/91
(5,49%) isolados de S. pseudintermedius apresentaram resisténcia a esse farmaco (tabela 5).

Outros estudos relatam que em testes in vitro a gentamicina teve um bom
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desempenho nos tratamentos de otites e piodermites, quando a CIM foi o método de
classificacdo da susceptibilidade das cepas (OSLAND, 2012; METINER, 2015; BOTONI,
2016). Em concordancia nosso estudo, um trabalho semelhante realizado por Neves (2007) na
cidade de Jaboticabal no estado de Sao Paulo, demonstrou que apenas 4% das 50 cepas de

estafilococos analisadas apresentaram resisténcia a gentamicina.

Tabela 5. Resisténcia a gentamicina por S. pseudintermedius isolados de tutores e caes,

1dentificando o local de isolamento.

Resisténcia N (%)

Local de isolamento (N) CIM Difusao de discos
Otite de caes 0/4 (0%) 0/4 (0%)
Piodermite de caes 1/43 (2,12%) 0/43 (0%)
Tutores 4/44 (9,09%) 2/44 (4,54%)
Tutores e caes 0/91 (0%) 0/91 (0%)

*Isolados concomitantes do cdo e seu tutor com resisténcia a gentamicina.

Nao houve associagdo entre a resisténcia a gentamicina determinadas nos testes de

difusdo em discos e CIM (r=0,1089; p=0,4817) (MUKAKA, 2012).

5.4 Perfil de resisténcia de S. pseudintermedius isolados de animais e tutores

O perfil de resisténcia de S. pseudintermedius isoladas de caes e seus tutores aos
antimicrobianos oxacilina, cefovecina e gentamicina, utilizando a CIM como método
diagnostico esta na tabela 6.

Somente uma cepa isolada de humano (perfil 1) apresentou resisténcia concomitante
aos trés antimicrobianos. Apesar disso, por se tratar de farmacos considerados as ultimas

opcdes terapéuticas para infecgdes por patdogenos resistentes, este resultado € preocupante.

Tabela 6. Perfis de resisténcia determinada pela CIM de S. pseudintermedius isoladas de

piodermites e otites de cdes e das narinas de seus tutores.
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Perfis de viruléncia Caes (%) Humanos (%) N (%)
N=47 N=44 N=91
P1: OXA, CEF, GEN 0 (0%) 1(2,28%) 1(1,09%)
P2: OXA, CEF 11 (23,40%) 14 (31,83%) 25 (27.47%)
P3: OXA 3 (6,38%) 8 (18,19%) 11 (12,08%)
P4: CEF 0 (0%) 1 (2,28%) 1(1,09%)
P5: GEN 1(2,12%) 3(6,81%) 4 (4,39%)
P6: Sensivel a OXA, CEF ¢ GEN 32 (68,0%) 17 (38,62%) 49 (53,88%)
Total 47 (100,0) 44 (100,0) 91 (100,0)

OXA= oxacilina; CEF= cefovecina; GEN = gentamicina. Calculo realizado pelo Teste Pearson
(p<0,05).

Dos isolados de animais, 14/47 (29,78%) e de humanos, 23/44 (52,27%) (perfis 1,2 ¢
3) foram classificadas fenotipicamente como MRSP. Houve maior significancia de cepas
isoladas de humanos com este fendtipo quando comparado a isolados de animais (p=0,0346).

Cepas resistentes a oxacilina (meticilina) comumente apresentam resisténcia a outros
beta-lactamicos, aminoglicosideos, clindamicina, macrolideos, fenicois, sulfonaminadas,
quinolonas e tetraciclinas (TAVARES, 2000; PERRETEN et al., 2010). Neste estudo, das
37/91 (40,66%) cepas classificadas como MRSP, 26/91 (28,57%) foram também resistentes a
cefovecina, um betalactimico exclusivo para animais. Houve fraca associagdo entre as
resisténcias a oxacilina e cefovecina por cepas de S. pseudintermedius isoladas de animais e
humanos, r=0,392 (p= 0,0045), caracterizando que a resisténcia fenotipica de uma nao reflete
na outra.

A percentagem de cepas de S. pseudintermedius classificadas como resistentes pela
CIM a cefovecina nao foi significativa em isolados de tutores 16/44 (36,36%) e de caes 11/47
(23,40%) (p=0,2509), pelo Teste exato de Fischer, sendo este um teste comparativo, que
demonstra que ndo houve diferenga nos percentuais de resisténcia, quando comparamos as
cepas de humanos e animais. Relatos anteriores apontam boa sensibilidade em cepas de S.
pseudintermedius a cefovecina (IYORI, 2013; HARIHARAN, 2014). Porém, estudos em
dermatologia veterinaria, sugerem que estafilococos patogénicos adquiriram lentamente
resisténcia as cefalosporinas (SCHERER, 2018).

A cefovecina ¢ um farmaco prescrito para animais, principalmente caes e gatos, mas
estudos mostraram sua resisténcia em cepas de humanos, algumas hipoteses podem explicar
estes resultados encontrados, como a resisténcia cruzada com outras drogas semelhantes e
disponiveis para o tratamento humano, como por exemplo a cefotaxima, cefpodoxima,

ceftazidima e ceftriaxona (GUIMARAES, 2010) ou que a resisténcia observada em cepas
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humanas seja por serem originadas de caes (BOURGUIGNON, 2016).

Somente uma cepa isolada de animais e quatros de humanos apresentaram resisténcia
a gentamicina, indicando que este medicamento ¢ uma opg¢ao no tratamento de infec¢des por
S. pseudintermedius resistentes, o que concorda com outros estudos em S. pseudintermedius
isolados de infec¢des caninas (OSLAND, 2012; METINER, 2015; BOTONI, 2016).

O perfil 6, onde as cepas apresentavam sensibilidade a todos os antimicrobianos foi o
mais frequente, representando 53,88% (49/91) isolados, mostrando que estes antimicrobianos,
possuem uma boa atividade farmacoldgica perante estas cepas.

Nao foi significativo a associagdo entre cepas resistentes isoladas de caes e humanos
(p=0,3504) a gentamicina, ou seja, as cepas resistentes isoladas de caes, ndo eram a mesma de

isolados de animais, ndo havendo assim uma associagao.
5.5 Avaliaciao dos métodos diagnosticos
Os métodos diagnodsticos utilizados para determinar a susceptibilidade aos
antimicrobianos foram avaliados quanto a sensibilidade, especificidade, valor preditivo

positivo e valor preditivo negativo considerado como “padrao ouro” a CIM (tabela 7).

Tabela 7. indices obtidos para o teste de difusdo em discos em comparacgdo ao padrio-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

*Classificacdo de 0-1. Calculos realizados pelo programa Graphpad Prism 8.3.

Os valores obtidos determinaram baixa sensibilidade, ndo sendo capaz de detectar as
cepas verdadeiramente resistentes no teste de difusdo em discos, para determinar a resisténcia
a oxacilina e cefovecina quando comparado a determinacdo da CIM. O baixo numero de
resultados positivos impediu o célculo deste indice para a gentamicina. Isso indica que,

provavelmente, os profissionais prescrevam erroneamente estes antimicrobianos em infecgdes
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estafilococicas, ja que o teste de difusdo em discos € o mais utilizado em laboratorios
veterinarios. Esta baixa sensibilidade ird comprometer a terapéutica, provocar recidivas, e
ainda, selecionard cepas resistentes facilitando sua disseminagdo no ambiente e para outros
hospedeiros (SILVA, 2014).

De outro lado, a especificidade para os trés antimicrobianos foi considerada
adequada, o que demonstra que o teste de difusdo em discos € capaz de excluir as cepas
verdadeiramente ndo sdo resistentes. Porém, considerando a baixa sensibilidade e o
consequente numero de falsos negativos (SEJAS, 2003), o teste de difusdo em discos ndo ¢
indicado para avaliar a susceptibilidade a cefovecina e oxacilina.

O valor preditivo positivo indica a probabilidade do resultado positivo (resisténcia)
apresentado pelo teste de difusdo em discos ser realmente positivo (KAWAMURA, 2002). Os
resultados obtidos para a resisténcia a oxacilina e cefovecina de 78% e 86%, respectivamente,
foram intermedidrios e ndo foi possivel o célculo para gentamicina em fun¢do da baixa
resisténcia a este antimicrobiano.

O valor preditivo negativo define a probabilidade do resultado negativo, indicando
que a cepa ¢ sensivel, apresentado no teste de difusdo em discos ser realmente negativo
(KAWAMURA, 2002). A capacidade de identificar os verdadeiros suscetiveis foi de 68%
para oxacilina, 75% para cefovecina e 92% para gentamicina, indicando que para oxacilina e
cefovecina hd um perigo razoavel de o teste indicar isolados resistentes como sensiveis.

O conjunto dos resultados demonstra que o método de difusdo de discos ndo ¢ o mais
indicado para avaliar a susceptibilidade de S. pseudintermedius a oxacilina e cefovecina,
sendo necessario analisar um maior nimero de isolados a gentamicina para uma melhor
conclusdo. Assim, o uso do teste de difusdo em discos, mesmo apresentando algumas
vantagens como a facilidade de execugdo e baixo custo em relacdo a CIM, pode resultar em
um maior nimero de falsos negativos e classificacdo erronea de cepas resistentes como
sensiveis (LESTARI, 2008).

Em laboratorios veterinarios, o uso da CIM para a avaliacdo da susceptibilidade aos
antimicrobianos ¢ pouco utilizada, principalmente por ser mais laboriosa. O ideal ¢ que
métodos diagnoésticos para determinar a susceptibilidade aos antimicrobianos tenham alta
sensibilidade, e no minimo, boa especificidade, gerando resultados confidveis para a
implementagdo da terapéutica, com menor numero de recidivas e menor selegdo e

disseminac¢do de cepas resistentes (JONES, 2005).
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6. CONCLUSAO

Das 91 cepas de S. pseudintermedius isoladas de caes e seus tutores, 37/91 (40,65%)
foram classificadas fenotipicamente como MRSP, resultado preocupante, considerando sua
importancia para a saude publica.

Foram observados cinco perfis de resisténcia aos antimicrobianos, com resisténcia
decrescente de S. pseudintermedius a oxacilina, cefovecina e gentamicina, sendo este ultimo,
o mais indicado para tratamento de piodermites e otites recidivantes em caes. O perfil em que
as cepas eram sensiveis a todos os antimicrobianos foi o mais frequente.

Houve fraca associagdo entre as resisténcias a oxacilina e cefovecina por cepas de S.
pseudintermedius isoladas de animais e humanos, caracterizando que a resisténcia fenotipica
de uma nao reflete na outra.

A avaliagdo do teste de difusao em discos para determinar a resisténcia a oxacilina e
cefovecina demonstrou que o método possui baixa sensibilidade para determinar S.
pesudintermedius resistentes quando comparado ao padrao ouro, a CIM. Desta forma, mesmo
sendo considerado um método de baixo custo ¢ de facil na execuc¢ao, seu uso nao ¢ indicado
para estabelecer a resisténcia de S. pseudintermedius a estes dois antimicrobianos.

Sao necessarias outras pesquisas e estudos complementares com maior nimero de
cepas para avaliar o uso dos testes de difusdo em discos para indicar a resisténcia de S.

pseudintermedius a gentamicina.
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