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RESUMO

Durante os ultimos anos a prevaléncia da resisténcia aos antibiéticos sido relatada
em diversas pesquisas. O Staphylococcus pseudintermedius e o S.aureus sao
bactérias geralmente isoladas de cades e estdao frequentemente associadas a
piodermites e otites. Recentemente foi descrito o Staphylococcus pseudintermedius
resistente a meticilina (MRSP). Esses microorganismos sdo portadores do gene
mecA, que reduz a susceptibilidade dessas bactérias a todos os antibibticos B -
lactdmicos. A importancia em se realizar pesquisas sobre essas bactérias
oportunistas sao devida a resisténcia apresentada aos principais antibiéticos, e ser
uma zoonose, na qual um das pessoas mais suscetiveis sdao os médicos
veterinarios. O objetivo deste estudo foi avaliar a frequéncia de MRSP em caes, com
e sem piodermite superficial. Para tanto selecionados caes com piodermite, passado
um questionario, e sera identificado o agente responsavel pela piodermite através do
cultivo microbiol6égico e triagem por provas bioquimicas. Também serdo utilizados
isolados laboratoriais provenientes de caes com piodermite. A identificacdo dos
isolados de Staphylococcus sera realizada através de provas moleculares e o
antibiograma através da técnica de disco difusdo. Os resultados apresentados foram
que animais saudaveis ja apresentam essa resisténcia aos antibiticos beta-

lactamicos, 0 que se torna uma preocupagao.

PALAVRAS-CHAVES: Sthaphylococcuspseudintermedius, piodermite, resisténcia aos
antibioticos, gene MecA, Antibiéticos beta-lactamicos.



ABSTRACT

During the last years the prevalence of resistance to antibiotics has been reported in
several studies. Staphylococcus Pseudintermedius and Staphylococcus aureus are
usually bacteria isolated from dogs and are often associated with pyoderma and
otitis. Methicillin-resistant Staphylococcus pseudintermedius (MRSP) has recently
been described. These microorganisms carry the mecA gene, which reduces the
susceptibility of these bacteria to all B- lactam antibiotics. The importance of
conducting research on these opportunistic bacteria is due to the resistance
presented to the main antibiotics, and to be a zoonosis, in which one of the most
susceptible persons are the veterinarians. The objective of this study was to evaluate
the frequency of MRSP in dogs, with and without superficial pyoderma. Therefore
selected dogs with pyoderma, past a questionnaire, and will be identified the agent
responsible for pyoderma through microbiological culture and screening for
biochemical tests. Laboratory isolates from dogs with pyoderma will also be used.
The identification of the Staphylococcus isolates will be performed through molecular
tests and the antibiogram through the disk diffusion technique. The results showed
that healthy animals already have this resistance to beta-lactam antibiotics, which

becomes a concern.

KEYWORDS: Sthaphylococcus pseudintermedius, pyoderma, resistance to
antibiotics, MecA gene, beta-lactam antibiotics.
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1. INTRODUCAO

O tegumento comum, também chamado de pele € um dos maiores
orgaos do corpo humano e animal. As funcdes deste sdo inUmeras, porém sera
descrito a seguir as principais como: barreira fisica, quimica e biol6égica, receptor de
dor e termorregulacéo.

Os mecanismos de defesa da pele podem ser divididos em: fisico (como
por exemplo, os pélos e o estrato corneo, que é a camada queratinizada), quimicos
(como os &cidos graxos, que sao liberados pela glandula sebacea, e desempenha o
papel de manter o pH, proteinas, sais inorganicos, imunidade local) e biol6gicos
(bactérias residentes que mantém a integridade da barreira cutanea).

Os casos dermatoldgicos sdo muito prevalentes na clinica de pequenos
animais, cerca de 30 a 40% de todos os animais examinados na rotina clinica
veterinaria apresentam dermatopatias como queixa principal ou como doenca
secundaria. ®

Para Rosser * et.al [...] Essas infeccdes podem ser classificadas como
primarias e secundarias. Sem duvida as infec¢cdes secundarias sdo mais comuns e
facéis de reconhecer pela tendéncia de recidiva “[...] As infecgbes cutaneas primarias
sdo classificadas assim , uma vez tratadas da maneira adequada, néo recidivam.” *

As piodermites sdo, em sua maioria, secundarias as causas primarias tais
como alergias, disturbios de queratinizacéo e endocrinopatias. Devido ao seu carater
secundario de doencgas cronicas, existe forte tendéncia a recidiva, o que requer
varios ciclos de terapia antimicrobiana de longa duracao. As drogas de escolha para
piodermites bacterianas séo os B -lactamicos. °

Dentre as piodermites, a piodermite bacteriana superficial € uma das
dermatopatias mais comuns em caes e é caracterizada por uma infeccdo dos
foliculos pilosos e epiderme adjacente e, na maioria das vezes, secundaria a
alergias e endocrinopatias. 3°

Em um estudo Hensel ® (2016), declarou que as doencas que mais
desencadearam piodermite superficial foram a hipersensibilidade alimentar e atopia.

A recidiva dessas infeccoes sdao queixa frequente pelos proprietarios.
Para Rosser et.al “[...] A recidiva resulta de um processo moérbido subjacente que
permite que o Staphylococcus intermedius se torne um oportunista e invada o

estrato corneo e/ou foliculo piloso.”*.



Os cornéocito ou ceratinécitos sdo células que fazem parte da epiderme,
e estdo localizadas no estrato cérneo. Essas células sado produtoras de queratina,
cuja funcdo é ser uma barreira hidrica. ’

As estirpes de S. pseudintermedius de caes com piodermite tem
demonstrado maior capacidade de adesao com os cornedcitos, que aumenta a
probabilidade de ocorréncia da infecgéo 29

No passado, debatia-se se o S. pseudintermedius fazia parte da
microbiota residente ou transitéria. Atualmente, sabe-se que o0 mesmo animal pode
albergar em seu corpo diversas estirpes bacterianas diferentes, algumas dominantes
que persistem por toda a vida e outras transitoriamente adquiridas. A forma como
essas bactérias sao adquiridas entraram em discussdo. Segundo Allaker (1992), foi
encontrada a espécie Staphylococcus intermedius em cadelas gestantes, e foi
analisada a proliferacdo das bactérias principalmente no pré-parto e no pés- parto,
na qual também foi analisado a microbiota da pele e mucosas dos filhotes. '°.

A microbiota da pele principalmente, sendo transferida da cadela para o
filhote, sendo que isso ocorre devido ao aumento da microbiota da cadela no pré-
parto na mucosa vaginal, e no pdés-parto na cavidade oral nas cadelas e
consequentemente na pele dos filhotes.'®'" Ha predisposicdo da transmissdo de
bactérias do género Staphylococcus sp., desde 0 momento do nascimento do filhote,
que conforme ha um desiquilibrio do organismo do animal, seja endocrinopatias,
cutaneas ou imunoldgicas favorecendo o surgimento de piodermites, e esta se torna
oportunista.

O numero de microrganismos pode variar de acordo com a localizagdo no
corpo, sendo as areas mais Uumidas (mento, interdigitos, abdémen e axilas) as mais
intensamente colonizadas. Em processos patoldgicos, as espécies de bactérias
encontradas e seu numero podem ser alterados. Em pacientes com dermatopatias.
tais como alergias e seborreia, 0 niumero de bactérias aumenta ndo sé no local da
lesdo como na pele como um todo 3212,

Apesar de ndo estarem bem estabelecidos os locais de colonizacdo na
pele pelo S. pseudintermedius nos caes, alguns estudos sugerem que mais da
metade dos animais sao portadores persistentes do microrganismo, mas o estado de

portador intermitente ou do ndo portador também pode existir *°.



Segundo Devriese (2005) foi encontrada, uma nova bactéria dentro do
grupo de estafilococcus, que foi nomeada como staphylococcus pseudintermedius
que tem alta semelhanca fenotipica com o entdo conhecido staphylococcus
intermedius. **

Dentro do grupo de estafilococcus, ha 36 espécies. Dentre as divisées, o
grupo SIG (Staphyloccus intermedius group) foi reclassificada em quatro grupos com
trés espécies estabelecidas: S. intermedium, S.pseudintermedius e S. Delphini ."®

Estas espécies de estafilococcus sao classificadas como gram positivas,
ndao formadores de esporos, catalase positivos, anaerdbica facultativa e se
apresentam em formato de “cacho de uvas”. '®

Este grupo designado SIG, a resisténcia aos beta-lactamicos se deve aos
plasmidios que sdo moléculas de ADN (acido desoxirribunucléico) , que codificam a
producdo de beta-lactamase. Existe nessas bactérias uma proteina alterada de
ligacdo a penicilina chamada PBP 2a que é resultado da presenca do gene mecA. '®

As bactérias Staphyococcus pseudintermedius e S. aureus sao
apontadas como 0s principais agentes etiolégicos de piodermite em caes.
Recentemente foram descritos clones S.pseudintermedius resistente a meticilina
(MRSP), semelhante ao que ocorre com o S. aureus. Esse ultimo é um patdégeno
muito relevante na Medicina, sobretudo em infec¢des hospitalares graves. O MRSP
em Medicina Veterinaria tem sido estudado devido ao aumento de sua frequéncia
nas piodermites bacterianas recorrentes, dificultando o tratamento. >

Segundo Hanselman (2010) duas principais linhagens clonais de MRSP
se disseminaram na Europa e na América do Norte, e seus isolados mostraram
resisténcia as principais classes de antibibticos utilizados em medicina veterinaria,
como por exemplo a rifampicina. '’

Os fatores de viruléncia ajudam o patégeno a se instalar e sobreviver no
hospedeiro. O S. pseudintermedius possui fatores de viruléncia, tais como:
Coagulase, termonucleases, hemolisinas, toxinas esfoliativas e enterotoxinas. '®

Terauchi et.al (2003) descreveram a SIET (Staphylococcus Intermedius
exfoliative toxin) causa arredondamento das células que entra em contato com a

toxina, assim como a esfoliagdo dessas, favorecendo a colonizagdo das bactérias. '°



Alguns fatores de viruléncia do S.aureus sao semelhantes ao S.
pseudintermedius, como por exemplo, a proteina de superficie da S.
pseudintermedius que se aderiu a fibronectina, citoqueratina e fibrinogénio. 2°*'

Ap6s o desenvolvimento da piodermite, os sinais clinicos mais comuns
sdo as papulas, pustulas, colarinhos epidérmicos, crostas mericélicas, eritema,
alopecia circular e hiperpigmentagao. 32

O diagnéstico das piodermites na clinica de pequenos animais se faz
através da anamnese, inspecao, citologia, cultura e antibiograma para verificar a
resisténcia das bactérias aos agentes antimicrobianos. Quando possivel, é realizado
exames para descartar causas primarias, que poderiam ser fatores predisponentes
para o aparecimento da piodermite. %

O tratamento mais indicado para as piodermites superficiais €& a
identificacdo e controle da causa de base associada ao uso de antimicrobianos por,
no minimo, trés a quatro semanas com descontinuagdo em uma a duas semanas
apos a resolucdo do quadro e banhos com xampu antibacteriano, dependendo do
quadro, a cada 2 a 7 dias. Por esses motivos torna-se fundamental que a causa
primaria seja determinada e adequadamente corrigida para evitar a recorréncia da
piodermite, o uso prolongado de antimicrobianos e resisténcia bacteriana, pois
quando isso é observado, o tratamento torna-se um grande desafio para o clinico *
24,25

Os antibidticos mais prescritos pelos meédicos veternarios para o
tratamento de piodermite sdo: amoxicilina com clavunalato de potassio e
cefalexina.>?® Quando as lesdes sdo causadas por bactérias do grupo MRSP
normalmente os agentes apresentam multiresisténcia a diversas classes de
antibiéticos, dificultando ainda mais o trabalho do médico veterinario. 2

Os desenvolvimentos, de uma nova forma de controle da piodermite,
estdo sendo pesquisadas, como a vacina que ja estd sendo importada e
comercializada no pais. A vacina possui custo elevado e sua eficacia € questionavel,
pois, apenas diminui a recidiva. Para seu aprimoramento outras proteinas de
superficie imunogéncias estio sendo estudadas %272

Devido a todos os fatores explicitados acima, a prevaléncia de MRSP em
infeccbes de pacientes veterindrios tem crescido substancialmente nas ultimas

décadas. Em dois estudos de susceptibilidade do S. pseudintermedius a



antimicrobianos na década de 80, bactérias MRSP nio foram encontradas, 2°

enquanto que a partir de 2000, dois grandes estudos retrospectivos realizados nos
Estados Unidos documentaram prevaléncia de MRSP entre 15 e 17% dos isolados
microbiolégicos %', tornando essas bactérias MRSP objeto de grande interesse na
area veterinaria e saude publica.

Em outro estudo realizado em 2009, no Canada, com 242 humanos
(sendo 104 médicos veterinarios), 132 caes e 161 gatos, foram encontrados, nos
humanos maior prevaléncia de S. aureus do que S. pseudintermedius, e em caes,
houve maior prevaléncia da colonizacédo de S. pseudintermedius do que em gatos. *?

Em outro estudo realizado em 2010, foram colhidos esfregacos nasais de
128 dermatologistas de pequenos animais que participaram numa conferéncia
veterinaria nacional na ltalia. Houve 34 participantes positivos para S. aureus e 5
para S. pseudintermedius. Os isolados de MRSA apresentaram resisténcia aos
antimicrobianos beta-lactamicos, mas susceptiveis a todos os outros antibiéticos. *

Em 2013, ocorreu o primeiro relato da presenca de animais colonizados
por S. aureus e S. pseudointermedius resistentes a meticilina no Brasil e em 2016,
um artigo descreveu 24 infeccoes humanas decorrentes do Staphylococcus
pseudintermedius no Canada tornando essas bactérias objeto de grande interesse

na 4rea veterinaria e satde publica. ***°

2. OBJETIVO

2.1 Objetivo geral
Avaliar a frequéncia de MRSP em céaes atendidos no HOVET/UNISA.

2.2 Objetivo especifico:
A.2.2.1. Isolar e identificar através de provas bioquimicas o género Staphylococcus;
A.2.2.2. Diferenciar genotipicamente o S. pseudintermedius através da PCR dos outros

Staphylococcus do Grupo SIG (Staphylococcus intermedius Group), pois nao é possivel
fazé-lo através das provas bioquimicas convencionais;



A.2.2.3. Verificar a frequéncia de isolados que apresentaram resisténcia aos antibioticos -
lactamicos;

MATERIAIS E METODOS

3.1. Animais

Foram colhidos swabs de pele e de narina de 40 cdes atendidos no
HOVET da Universidade Santo Amaro, sendo que 20 apresentavam lesdes
compativeis com piodermite e 20 eram de animais saudaveis

Os proprietarios dos animais que foram manejados para a obtencéo das
amostras biolégicas foram contatados e os procedimentos foram submetidos a sua
autorizacao por escrito através do termo de consentimento.

Os proprietarios dos animais que assinaram a autorizacao para incluséo
do animal no experimento receberam um questionario com as seguintes perguntas:

nome do animal, idade, raca, sexo, queixa principal e uso prévio de antibibticos.

3.2. Isolamento bacteriano

Para o isolamento primario foi realizado o plaqueamento em Agar
Sangue, com incubacdo a 37° C por 24 horas. As colonias presentes apds a
incubacdo do material foram analisadas quanto a morfologia, coloracao de Gram e
avaliagdo citologica. Foram selecionadas duas colbnias idénticas de coloracao
branca, tamanho médio e de cocos gram-positivos dispostos em cachos de uva para
isolamento secundario em Agar Mueller Hinton a 37° C por 24 horas.

3.3. Avaliacao fenotipica e identificacao do grupo SIG e S.aureus

Posterior a classificacdo dos isolados como sendo do género

Staphylococcus sp., foi utilizada seguinte série bioquimica: coagulase, catalase e

oxidase que separou os grupos de S. aureus e os estafilococus do grupo SIG 3%



3.4 Antibiograma
O antibiograma foi feito por meio da técnica de disco difusdo, de acordo

com as recomendacdes do CLSI ©®, utilizando como triagem para resisténcia aos

beta-lactamicos, a oxacilina.

. RESULTADOS

Dos 40 caes que foram colhidas as amostras, 60% (n= 24) eram fémeas
e 40% (n=16), machos. Dentre os 20 animais com piodermite 50% (n= 10) eram
fémeas e 50%(n=10) eram machos. Ja os 20 animais higidos 70% (n= 14) eram
fémeas e 30% (n=6) eram machos.

Os proprietarios dos animais com histérico recorrente de piodermite

informaram os tipos de antibi6éticos administrados aos animais. (Tabela 1).

Tabela 1. Antibiéticos anteriormente utilizados em quadro de piodermite
recidivantes nos caes atendidos pelo HOVET UNISA. Sao Paulo, 2016.

Principio ativo Qtde. de animais porcentagem (%)

Amoxicilina+clavunalato de 03 25%

potassio (via oral)

Ampicilina (injetavel)

01 33,3%
Cefalexina (via oral)
05 41,66%
Clorexidina (t6pico)
— — 02 16,66%
Gentamicina (tépico)
Total de animais 02 16,66%
12 100%

FONTE: (Navea, 2016)

Os resultados obtidos através do isolamento bacteriano e a distribuicao
das amostras segundo local de isolamento estdo sumariados nas Tabelas 2 e 3.



Tabela 2. Numero de animais e local de colheita da amostra bioldgicas dos

caes com resultado de Staphylococcus coagulase positiva. Sao Paulo, 2016

Local de coleta Qtde. de animais porcentagem (%)
Nasal 2 25%
Pele (axila) 4 50%
Ambos P 25%
Total de animais

8 100%

Fonte: Navea, 2016

Tabela 3. Resultado do isolamento bacteriano da pele e narina dos caes
atendidos no HOVET UNISA. Sao Paulo, 2016.

Agente nasal Y% Pele Y%

Bacilo Gram negativo (BGN) 23 57,5% 16 40%
Staphylococcus coagulase negativo (SCN) 12 30% 20 50%
Staphylococcus coagulase positivo (SCP) 04 10% 03 7,5%
Pseudomonas sp. 01 2,5% 01 2,5%
Total 40 100% 40 100%

Fonte: (Navea,2016)

No grupo de animais sadios, sete (35%) apresentaram na triagem para
oxacilina perfil de resisténcia aos beta-lactdmicos, e um (5%) dos animais com
piodermite, totalizando 20% (8/40) (Gréfico 1 e 2).



Grafico 1. Resultados do antibiograma dos isolados de animais sadios. Sao Paulo,
2016

M |solados ndao
sensiveis

u Resistentes aos
Beta-lactamicos

Fonte: (Navea, 2016)

Grafico 2. Resultados do antibiograma dos isolados de animais de piodermites. Sao
Paulo, 2016

M isolados nao
sensiveis

u Resistentes aos
Beta-lactamicos

Fonte: (Navea, 2016)
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5. DISCUSSAO

Neste estudo, foi utilizado como marcador a resisténcia aos - lactamicos
no antibiograma, a oxacilina, pois o CLSI (Clinical and Laboratory Standarts Institute)
relata que se os Staphylococcus spp. sdo resistentes a oxacilina, eles devem ser
considerados resistentes a todas as cefalosporinas, amoxicilina com clavunalato,

ampicilina ou outros antibiéticos B-lactamicos. %638

O uso de antibiéticos na rotina veterinaria seja de forma preventiva até
em casos de infeccdo, sdo utilizados muitas vezes sem realizar uma citologia ou
antibiograma prévios, que sdo exames que orientam o médico veterinario a
identificar o agente e a escolha do antibiotico. Com isso favorece muito a resisténcia
aos antibioticos.

Neste estudo, alguns animais tinham outras doengas concomitantes e
desenvolveram a piodermite de forma secundaria, e muitas vezes os tratamentos
empregados nao obtiveram sucesso.

O sucesso em obter a resolugdo da piodermite, ndo s6 depende da
busca do médico veterinario em escolher o tratamento, mas também depende do
proprietario procurar um profissional, antes de tentar tratar de forma empirica, pois
percebemos que para comprar um antibiético na farmacia humana é necessario a
apresentacdo da receita assinada pelo profissional, e j& na farmécia veterinaria nao
se realiza esse controle, facilitando assim, ao proprietario ao livre acesso aos
antibiéticos, seja no tratamento via oral ou cutdnea como xampus. Além disso, o
tempo da administracdo do antibiético também é muito importante, assim como o
intervalo das doses administradas também devem ser respeitadas, conforme
prescrito pelo médico veterinario, o que nem sempre é realizado.

A prevaléncia de animais com presenca estafilococos foi elevada neste
estudo, sendo que a prevaléncia do isolamento foi maior em animais que nao
possuiam sinal de piodermite, diferentemente de estudo de prevaléncia de MRSP,
realizado no Canada °, com 173 animais (41 animais sadios) e que foram colhidas
amostras das regides de da pele, nariz e reto. Foram isolados 78 (45,1%) amostras

de Staphylococcus coagulase positiva da pele que apresentavam resisténcia aos
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beta-lactamicos. O S.pseudointemedius, foi isolado, a partir do nariz e/ou reto em 51
(73%) caes com piodermite e que apresentaram resisténcia aos beta-lactamicos.

Dos locais que foram coletadas a amostras, se encontrou uma
prevaléncia maior de MRSP na regidao de pele do que nas amostras coletadas da via
nasal. No estudo apresentado acima °, foi encontrada amostras com MRSP em
maior porcentagem na regiao de narina e reto.

No presente estudo, a resisténcia aos beta-lactamicos € maior na
populacdo de caes sem sinais de dermatopatias, ou seja, sadios, acarretando uma
preocupacao nao s6 de saude animal como de saude publica.

6. CONCLUSAO

Neste trabalho pudemos obter a prevaléncia dos animais com MRSP em animais
higidos, portanto, a divulgacao dessa resisténcia dos antibidticos aos profissionais e
a educacao continuada dos mesmos, em relacdo ao uso de antibioticoterapia é
necessaria para que de minimize o risco do aparecimento de estirpes

multirresistentes.
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