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RESUMO

BOURGUIGNON, Elisa, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro,
2012. Identificacdo e Perfil de Resisténcia a Antimicrobianos de
Staphylococcus pseudintermedius Isolados de Piodermite Canina.
Orientador: Lissandro Gongalves Conceicao.

As piodermites sdo uma das afec¢cBes dermatoldégicas mais comumente
encontradas nos cdes sendo que o Staphylococcus pseudintermedius € a
bactéria mais frequentemente isolada das lesdes. Durante os Ultimos anos uma
das maiores preocupacfes na dermatologia veterinaria tem sido o crescente
namero de isolados de Staphylococcus spp. resistentes a meticilina ou seja,
resistentes a varios antimicrobianos utilizados na clinica dermatologica. As
infeccbes por estas bactérias resistentes sdo uma causa importante de
morbidade em animais de companhia e podem ser fonte de transmissao para
humanos.  Objetivou-se com este trabalho rever a literatura acerca de
Staphylococcus pseudintermedius e sobre a resisténcia nestas bactérias.
Também foram objetivos isolar e identificar através de testes bioquimicos e de
biologia molecular as bactérias causadoras da piodermite canina, determinando
o perfil de resisténcia aos antimicrobianos comumente utilizados para esta
afeccdo através de antibiograma e da presenca do gene de resisténcia, mecA.
Dos 25 animais selecionados para o estudo foram obtidos 75 isolados
bacterianos. Ao todo, 97,3% dos isolados avaliados pelos testes fenotipicos
convencionais e pelo Kit APl Staph e 96% dos avaliados pelo PCR Foram
identificados como Staphylococcus pseudintermedius. Dos 72 isolados
submetidos ao PCR para a identificacdo do gene mecA apenas quatro nao
apresentaram o0 gene de resisténcia. O presente estudo alerta para o alto
namero de Staphylococcus pseudintermedius resistentes no Brasil e para a
necessidade de se realizar antibiogramas a fim de determinar a melhor

abordagem terapéutica, evitando o aparecimento de bactérias multi resistentes.
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ABSTRACT

BOURGUIGNON, Elisa, M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, February,
2012. Identification and  Antimicrobial Resistance profile of
Staphylococcus pseudintermedius Isolated from Canine Pyoderma.
Adviser: Lissandro Gongalves Conceicao.

Pyoderma is one of the most common skin disorders in dogs and
Staphylococcus pseudintermedius is the bacterium that is most often isolated
from lesions. During recent years a major concern in veterinary dermatology has
been the increasing number of methicillin resistant Staphylococcus spp. isolates,
that are resistant to several antimicrobials used in dermatological clinic.
Infections caused by these resistant bacteria are a major cause of morbidity in
pets and can be a source of transmission to humans. The objectives of this work
are to review the literature on Staphylococcus pseudintermedius and the
resistance in these bacteria. It is also to isolate and identify through biochemical
and molecular biology tests, bacteria that causes canine pyoderma, determining
their resistance profile to antimicrobials commonly used for this condition by
antimicrobial susceptibility test and by the presence of the resistance gene,
mecA. Seventy five bacterial isolates were obtained from the 25 animals
selected to this study. A total of 97.3% of the isolates submitted to conventional
phenotypic tests and API Staph Kit and 96% of those submitted to PCR were
identified as Staphylococcus pseudintermedius. Of the 72 isolates submitted to
PCR for the identification of the mecA gene, only four did not have this
resistance gene. This study alerts to the high number of resistant
Staphylococcus pseudintermedius in Brazil, and to the need of performing
antimicrobial susceptibility tests to determine the best therapeutic approach,

preventing the emergence of multi-resistant bacteria.



INTRODUCAO GERAL

O termo piodermite é usado para as infec¢des bacterianas da pele e esta
entre as causas mais frequentes de afeccdes dermatoldgicas nos cées. As
lesGes podem ser superficiais ou envolverem estruturas mais profundas. S&o
comumente encontradas papulas, pustulas, colaretes epidérmicos, ndédulos,
crostas, alopecia. E uma das causas mais frequentes de afeccdes
dermatolédgicas nos caes (lhrke, 1996). Geralmente esta associada a bactéria
Staphylococcus pseudintermedius e € uma das razées mais comuns do uso de
antimicrobianos nos caes (Guardabassi et al., 2004). Um problema importante,
tanto do ponto de vista da saude animal como da saude publica é o
aparecimento de Staphylococcus pseudintermedius e Staphylococcus aureus
resistentes a varios antimicrobianos utilizados frequentemente na clinica e a

possivel transmisséo entre animais e humanos.

Vérios paises vém realizando estudos para identificar a presenca de
Staphylococcus resistentes além de comparar as cepas bacterianas
encontradas nos animais de estimacdo com aquelas encontradas nos seus
proprietarios ou pessoas que trabalham em hospitais. No Brasil pouco se sabe
sobre a presenca de bactérias resistentes isoladas de piodermite canina.
Devido a frequéncia das piodermites caninas e 0 uso indiscriminado de
antimicrobianos para o0 seu tratamento é importante que sejam realizados
estudos que avaliem a presenca de Staphylococcus spp. resistentes, para que
o médico veterinario possa escolher a melhor abordagem terapéutica,
diminuindo o risco da selecdo de bactérias resistentes e alertando para a

transmissao entre o animal e seu proprietario.
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Avenida Peter Henry Rolfs, s/n Campus Universitario 36570-000, Vicosa — MG, Brasil. Telefone/fax: (31)
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Resumo

Staphylococcus pseudintermedius é a bactéria mais frequentemente isolada de
pele de cades. O aparecimento de S. pseudintermedius resistentes a varios
antimicrobianos utilizados frequentemente na clinica e a possivel transmisséo
entre animais e humanos € importante, tanto do ponto de vista da saude animal
como da saude publica. Este artigo revé a literatura tendo como foco a evolugéo
taxonémica do S. pseudintermedius, sua identificacdo, deteccdo de resisténcia
nestas bactérias, ocorréncia e opcdes de tratamento. O aparecimento de
bactérias resistentes é emergente em varios paises do mundo fazendo-se
necessaria a instrucdo de médicos veterinarios sobre o assunto, para que
possam escolher a melhor terapia antimicrobiana para cada caso, evitando o

aparecimento de isolados resistentes.

Palavras chave: Caes, oxacilina, mecA, antimicrobianos.

Abstract

Staphylococcus pseudintermedius is the most frequently isolated bacteria from
canine skin. A major problem, both in terms of animal health and public health is

the emergence of Staphylococcus pseudintermedius resistant to various
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antimicrobial agents commonly used in medicine and its possible transmission
between animals and humans This article reviews the literature focusing on the
taxonomic evolution of Staphylococcus pseudintermedius, the identification, the
detection of resistance in these bacteria, their occurrence and treatment options.
The arising of resistant bacteria is an emerging problem in many countries,
making necessary the education of veterinarians about the problem, so they can
choose the best antimicrobial therapy for each case, avoiding the emergence of

resistant isolates.

Key Words: Dogs, oxacillin, mecA, antimicrobials.

1. INTRODUCAO

Staphylococcus pseudintermedius, descrito por Devriese e colaboradores
em 2005 é a bactéria mais comumente isolada de pele em cées (Devriese et al.,
2009) e esta entre os principais motivos do uso de antimicrobianos nestes
animais (Guardabassi et al., 2004). Durante os ultimos anos, uma das maiores
preocupacdes na clinica de pequenos animais, principalmente na area da
dermatologia, tem sido o crescente niumero de isolados de Staphylococcus spp.
resistentes a meticilina, ou seja, resistentes a varios antimicrobianos
comumente utilizados na clinica. As infec¢Bes por estas bactérias resistentes
sdo uma causa importante de morbidade em animais de companhia e podem

ser fonte de transmisséo para humanos.

Vérios paises vém realizando estudos para identificar a presenca desses
Staphylococcus resistentes além de comparar as cepas bacterianas
encontradas nos animais de estimacdo com aquelas encontradas nos seus
proprietarios ou pessoas que trabalham em hospitais veterinarios. No Brasil
existem poucos estudos publicados nessa area sendo que a maioria deles

foram realizados na medicina humana e na area de alimentos.



Nesta revisdo de literatura o termo S. (pseud)intermedius € utilizado para
aguelas cepas que foram identificadas como Staphylococcus intermedius em

estudos anteriores a descricdo de S. pseudintermedius.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1Staphylococcus pseudintermedius
Microbiota da pele normal e infectada

A pele dos cdes abriga varias espécies bacterianas que sé&o
consideradas habitantes normais. Bactérias como  Staphylococcus
(pseud)intermedius, Micrococcus spp., S. epidermidis, S. xylosus, S. sciuri,
Streptococcus a-hemoliticos, Clostridium spp., Propionibacterium acnes,
Acinetobacter spp. e aer6bios Gram-negativos sao classificadas como
residentes por conseguirem se multiplicar em pele normal. Outras,
consideradas transientes, sdo adquiridas do ambiente e ndo séo capazes de se
multiplicar em pele normal (Scott et al., 2001; May, 2006).

Staphylococcus sdo bactérias anaerdbias facultativas, Gram-positivas,
pertencentes a familia Staphylococcaceae que inclui 46 espécies e 24
subespécies (Euzéby, 1997).

S. (pseud)intermedius pode ser isolado das narinas, cavidade oral, anus,
virilha e cabeca de caes saudaveis assim como naqueles com doencas
inflamatorias da pele (Griffeth et al., 2008). A piodermite, infeccdo bacteriana
piogénica de pele estd entre as causas mais frequentes de afecc¢bes
dermatoldgicas nos cdes. As lesbes podem ser superficiais e envolverem
apenas a epiderme ou podem comprometer estruturas mais profundas na
derme ou tecido subcutaneo, sendo portanto divididas em piodermite de
superficie, superficial e profunda. Sdo comumente encontradas papulas,

pustulas, colaretes epidérmicos, nédulos, crostas, alopecia, dentre outras.



Dentre as piodermites, a foliculite bacteriana superficial estd entre as mais
frequentes (Ihrke, 1996). Qualquer infeccéo de pele deve ser considerada sinal
de alguma doenca de base cutanea, metabdlica ou imunologica, sendo
tradicionalmente classificada como primaria ou secundaria, conforme auséncia
ou presenca de causa de base. As infecgbes secundérias sdo as mais comuns.
Quase todas as doencas de pele podem predispor a infecgdes, mas as doencas
alérgicas, seborréicas e displasicas sdo as que mais causam infeccdes (Scott et
al., 2001).

Evolucédo da taxonomia do Staphylococcus pseudintermedius

Em 1976, S. intermedius foi descrito como nova espécie proveniente de
isolados de cées, pombos, cavalos e martas (Hajek, 1976). Antes dessa
descricdo todas as cepas de cocos gram-positivos com algumas caracteristicas
diagndsticas como coagulase em tubo, DNase ou produgao de B-hemdélise eram
consideradas S. aureus. A descricdo de S. intermedius foi importante porque
separou esta espécie de S. aureus evitando uma grande confusao
epidemioldgica. Hajek (1976) ja havia notado heterogeneidade entre as cepas
gue ele identificou como S. intermedius, mas essa definicdo taxondmica nao foi
qguestionada até recentemente (Devriese et al.,, 2009). Em 2005, foi descrita
uma nova espécie, S. pseudintermedius (Devriese et al., 2005). Isolados
fenotipicamente identificados como S. intermedius foram reclassificados através
de técnicas moleculares como trés espécies distintas, incluindo S. intermedius,
S. pseudintermedius e S. delphini que juntos representam o grupo do S.
intermedius - SIG (Sasaki et al., 2007b). Concluiu-se que S. pseudintermedius e
ndo S. intermedius, como acreditava-se até entdo, é 0 agente mais
frequentemente isolado de pele canina. Foi proposto que todas as cepas
provenientes de pele de cédo pertencente ao grupo do S. intermedius fossem
consideradas S. pseudintermedius até que o contrario fosse comprovado por

meio de investigacdo gendmica (Devriese et al., 2009).



Métodos de identificacdo de Staphylococcus do SIG

S. intermedius pode ser distinguido entre as espécies do seu grupo
usando propriedades fenotipicas como arginina dihidrolase positiva e producao
de acido pela B-gentiobiose e D-manitol. No entanto, ndo existem testes que
possam diferenciar fenotipicamente com exatidao, S. pseudintermedius de S.
delphini. Para discriminar entre essas duas espécies sdo necessarios métodos

moleculares (Sasaki et al., 2007Db).

Analises moleculares filogenéticas da sequéncia parcial dos genes sodA
e hsp60 sdo necessarias para discriminar entre S. intermedius, S.
pseudintermedius e S. delphini (Sasaki et al., 2007a). Outros genes como 0 16S
rRNA (Devriese et al., 2005; Ghebremedhin et al., 2008), argD (Bannoehr et al.
2007), gap, rpoB, tuf (Ghebremedhin et al., 2008), kat (Blaiotta et al., 2010),
também foram utilizados na identificacdo e classificacdo destas bactérias.

Bannoehr et al. (2009), descreveram teste de Polimorfismo do Tamanho
do Fragmento de Restricdo (PCR-RFLP) utilizando a enzima de restricao Mbol,
que permitiu diferenciar S. pseudintermedius do S. delphini. Um fragmento de
320bp pertencente ao gene pta que codifica a enzima fosfacetiltransferase foi
amplificado e o produto do PCR de S. pseudintermedius apresentaram Unico
sitio de restricdo da enzima Mbol. Como resultados foram obtidos dois
fragmentos de 213bp e 107bp contidos em todas as cepas de S.
pseudintermedius. Outras espécies do grupo do SIG ndo contém esse sitio de

restricdo, o que permite diferenciacao.

2.2 Ocorréncia mundial e no Brasil
A ocorréncia de S. pseudintermedius meticilina resistente (MRSP) tanto
na colonizagédo, como na infec¢cdo de animais e humanos, vem sendo descrita

com frequéncia crescente, conforme apresentado no Quadro 1.



Quadro 1 : Ocorréncia de Staphylococcus pseudintermedius meticilina resistentes em animais e humanos, incluindo afec¢ées,
de amostras e método de identificacao das amostras em diferentes paises.

local da colheita

Pais Animais Humanos Afeccles Local de Coleta Testes de % de | %MRSP Autor
(animais) (Cées) Identificagdo de | MRSP | humano
MRSP caes
EUA Cées - Piodermite Pele Difusdo em disco | 3,5% - Kania et al.
mecA e PBP (2004)
EUA Cées - Saudaveis e Cabeca, mucosa bucal PBP e 8% - Griffeth et al.
doenga de pele | e gengival, nasal, prega mecA (2008)
inflamatéria inguinal e anus.
Canada Cées - Diversas Nasal, axilar e retal Difus&o em agar 2,1% - Hanselman et
e PBP al. (2008)
Japéao Cées Funcionérios Diversas Nasal MIC e mecA 32% 5% Sasaki et al.
do hospital (2007a)
veterinério
China Cées - Saudaveis Nasal Difuséo em disco | 16,7% - Epstein et al.
(2009)
EUA Cées Proprietarios Piodermite Lesdes de pele Difusdo em disco 60% 8% Frank et al.
mecA (2009)
Alemanha Cées - Diversas - Difusdo em disco | 0,8% - Ruscher et al.
Gatos (2009)
Cavalos
Jumentos
EUA Cées Veterinarios Saudaveis Mucosa anal e oral, MIC e PBP 5% 5,3% Morris et al.
Gatos e estudantes virilha e nasal (2010)
Japao Caes - Piodermite Lesdes de pele mecA 66,5% - Kawakami et
al. (2010)
Itélia Cées - Diversas Diversos mecA 21% - De Lucia et al.
(2011)
Alemanha Cées - Diversas Nasal, faringeo e MIC e mecA 7,4% - Nienhoff et al.
perineal (2011)

PBP: Proteina ligadora de penicilina. MIC;:

Concentragéo inibitdria minima.




Raros séo os estudos que relatam MRS no Brasil. Um estudo avaliou o
perfil de resisténcia antimicrobiana de amostras de S.(pseud)intermedius e S.
aureus isoladas de infec¢des de varios sitios diferentes em humanos, amostras
de otite canina e de mastite bovina. A resisténcia foi avaliada por meio do teste
de difusdo em disco, diluicAo em agar, micro diluicdo em caldo, difusdo em
disco modificada e através da presenca do gene mecA. Das 30 amostras
avaliadas de otite canina duas foram positivas para a presenca do gene mecA
(Coelho et al. 2007).

2.3Epidemiologia

Informacdes sobre a transmissdo de MRSP entre as espécies e da
contaminagcdo ambiental sdo escassas. Devido a este fato foi realizado estudo
com o objetivo de determinar a contaminacdo e ou colonizagdo de humanos,
animais de estimagdo e o ambiente compartilhado. Foram selecionados, 20
pacientes (18 cdes e 2 gatos) de diferentes clinicas veterinarias, com
diagnéstico confirmado de infec¢cdo por MRSP. Foram coletados swabs nasais
dos proprietarios e swabs nasais e perineais de todos 0s animais presentes no
mesmo domicilio. Coletou-se material proveniente de cinco a oito ambientes
diferentes da casa, incluindo aqueles de contato direto com o0s animais, como
comedouros e camas e também de locais aos quais 0s animais nao tinham
acesso. Dentre os animais que tinham contato com os aqueles afetados, 36%
apresentaram MRSP. Os swabs nasais de 4% dos humanos contactantes foram
MRSP positivos, sendo estes pertencentes a duas pessoas de uma mesma
residéncia. Swabs positivos para MRSP foram encontrados em 70% das casas.
O fato de encontrar MRSP em locais onde ocorrem pouco ou nenhum contato
fisico com os animais indicam que particulas de poeira podem veicular esses
agentes a locais distantes. O achado mais importante deste estudo € que o
MRSP nao foi frequentemente isolado de humanos mesmo estes vivendo no
mesmo ambiente com animais infectados. No entanto, o MRSP foi mais

frequentemente isolado de animais em contato com estes individuos afetados e
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de ambientes da casa. Este estudo ainda sugere que o risco de seres humanos
serem colonizados por um MRSP adquirido do ambiente é pequeno ou eles
erradicam a colonizacdo mais rapidamente do que os animais (Duijkeren et al.,
2011a).

Estudo semelhante ao de Duijkeren et al. (2011a) foi realizado com 16
cdes com diagnéstico de infeccdo por MRSP. Amostras dos animais
acometidos, contactantes, proprietarios e da residéncia foram coletadas uma
vez por més durante seis meses consecutivos. Em cinco das 12 casas isolou-se
MRSP de modo intermitente. O ambiente e 0s animais em contato também
foram MRSP positivos, na maioria das vezes, quando o céo afetado também
era positivo. Em quatro casas as amostras ambientais foram positivas mesmo
guando nenhum animal ou humano foi positivo, indicando a sobrevivéncia dos
MRSP no ambiente por prolongados periodos. Concluiu-se que o0s caes
infectados com MRSP podem ficar colonizados por prolongados periodos e que
alguns animais podem ser MRSP positivos ap0s varios testes negativos, ou
apos o desaparecimento de sinais clinicos. Estes resultados mostraram a
importancia dos veterinarios ficarem alertas com pacientes que foram MRSP
positivos e também da importancia de serem realizadas novas culturas mesmo
apés o tratamento. O ambiente e os animais em contato podem agir como
reservatérios para infec¢des recorrentes por MRSP. Colonizacdo por longos
periodos foi encontrada em cédes, mas a transmissao para humanos é rara e
humanos nunca foram MRSP positivos por vezes consecutivas, sugerindo

contaminacdo transitoria ao invés de colonizacdo (Laarhoven et al., 2011).
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2.4Resisténcia e tratamento
Métodos para a deteccao da resisténcia a meticilina

A resisténcia a antimicrobianos € causada pela evolucédo das bactérias,
ou seja, pela mutacdo espontdnea e recombinacdo de genes, que criam
variabilidade genética sobre a qual atua a selecdo natural aos mais aptos. As
drogas atuam como agentes seletivos, favorecendo as bactérias resistentes,
presentes na populacdo. O desenvolvimento de resisténcia pode se dar por
resisténcia cromossomal como resultado de mutacdo espontanea, ou por
mecanismos de transferéncia de material genético e plasmideos, entre
bactérias. O esfor¢co para descobrir e sintetizar novas drogas pode levar anos,
portanto, € necessario uso racional dos antimicrobianos para evitar resisténcias
(Andrade, 2002).

Historicamente, a resisténcia as penicilinas penicilinase-estaveis
(meticilina, nafcilina e oxacilina) sdo referidas como “resisténcia a meticilina”,
mesmo a meticilina ndo sendo o agente de escolha para realizar os
antibiogramas e sim, a oxacilina. A resisténcia a meticilina € de relevancia
particular porque é conferida pela presenca de um gene mecA que codifica a
producdo de alteracdo nas proteinas ligadoras de penicilina (PBP ou PBP2a), o
que leva a baixa afinidade por todos antimicrobianos beta-lactamicos. Essa
proteina pode ser expressa homogeneamente ou heterogeneamente, sendo a
primeira detectada com métodos convencionais de deteccdo de resisténcia e a
segunda é mais dificil de ser detectada devido ao fato que somente uma fracao
da populacdo expressa o fendtipo de resisténcia (CLSI, 2008). Portanto,
Staphylococcus meticilina resistentes (MRS) s&o resistentes a varios
antimicrobianos (Enright et al., 2002; Weese e Duijkeren, 2010), como a
ampicilina, amoxicilina, &cido clavulanico, cefalexina, ceftiofur e cefaclor
(Andrade, 2002), que sdo comumente utilizados no tratamento da piodermite
canina. As cepas resistentes a meticilina muitas vezes apresentam mdultipla
resisténcia que inclui ndo s6 antimicrobianos beta-lactamicos, mas também,

aminoglicosideos, macrolideos, clindamicina e tetraciclinas (Quinn et al., 1994).
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A maioria dos laboratérios veterindrios usa métodos fenotipicos para a
deteccdo de MRS. Tanto o teste de micro diluicdo em caldo quanto o teste de
difusdo em disco sdo comumente utilizados (Duijkeren et al., 2011b). O teste de
difusdo em disco é simples e menos oneroso para determinar a presenca de
MRS (Bemis et al., 2009).

O teste de difusdo em disco para oxacilina e o Etest (teste comercial para
determinar a concentracgao inibitéria minima de um antimicrobiano para inibir o
crescimento bacteriano) tém alta sensibilidade e especificidade para detectar
resisténcia a oxacilina mediada pelo mecA em isolados de S.
(pseud)intermedius, existindo alta correlacdo com os resultados apresentados
pelo teste de aglutinacdo em latex para deteccdo da PBP2a (Bemis et al.,
2006).

Os critérios de interpretacdao do “Clinical and Laboratory Standards
Institute” (CLSI) de 2008 e 2004 foram comparados para identificar o fenétipo
de amostras de S. pseudintermedius oxacilina resistentes confirmadas pela
presenca do mecA. Segundo o CLSI de 2008, valores de interpretagao de < 10
mm do método de disco-difusdo resultaram em sensibilidade de 70% no
diagndstico para amostras mecA positivas. Se os isolados intermediarios forem
considerados resistentes (zona de inibicdo de 11 ou 12 mm) a sensibilidade
aumenta para 93%. J& quando considerado o critério de interpretacdo do CLSI
de 2004 de < 17 mm a sensibilidade seria de 100% (Schissler et al., 2009).

O teste mais confiavel para a deteccao da resisténcia a meticilina é a
PCR do gene mecA, no entanto, poucos laboratorios realizam este teste para

diagndstico de rotina (Schissler et al., 2009).
Resisténcia a outras drogas

Estudo multicéntrico internacional que avaliou o perfil de resisténcia de
MRSP na Europa e nos Estados Unidos, identificou cepas multi resistentes a
todos os antimicrobianos orais utilizados para tratamento na clinica de

pequenos animais. As drogas as quais estas cepas eram susceptiveis ndo sao
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autorizadas para uso animal nestes paises (Perreten et al., 2010). Além do
mecA, os MRSP isolados também continham varios outros genes de resisténcia
como os relacionados a eritromicina (ermB), clindamicina (ermB e InuA),
trimetoprim (dfrG), gentamicina (aac6™-le-aph2™-la), kanamicina (aph3*-lll),
estreptomicina (ant6*-la), tetraciclina (tetM e tetK) e cloramfenicol (catpcoo1)

também foram encontrados (Perreten et al., 2010; Duijekeren et al., 2011b).

Estudos apontam o uso prévio de antibacterianos como um fator de risco
para a infeccdo com os MRSP (Sasaki et al., 2007a; Duijkeren et al., 2011).
Estudo avaliou o perfil de resisténcia de MRSP isolados de cées e 30% destes
animais eram resistentes a eritromicina, clindamicina, sulfametoxazol-
trimetoprim, gentamicina e levofloxacina. A maioria destes animais havia

recebido antimicrobianos nos ultimos seis meses (Sasaki et al., 2007a)
Opcdes de tratamento

InformagBes da eficacia de antimicrobianos no tratamento de animais
infectados com MRSP séo escassas. As poucas informacdes sobre tratamentos
de animais com MRSP sdo baseadas em estudos com poucos pacientes
(Loeffler et al., 2007).

Muitas infeccbes causadas pelos MRSP ocorrem em feridas pos-
cirirgicas e uma boa abordagem terapéutica inclui melhor debridamento e
limpeza destas feridas. Antissépticos tdpicos utilizados para tratamento de
feridas cirdrgicas incluem a clorexidina e o iodo povidine. A terapia tépica pode
ser uma boa opcéo no tratamento de lesbes superficiais, mas provavelmente
nao atua nas lesdes mais profundas. Como as manifestagdes clinicas do MRSP
sdo variaveis, ndo existe um unico protocolo de tratamento disponivel para
todas as infeccdes e o tratamento deve ser diferenciado de acordo com as
necessidades individuais dos pacientes. Quando se escolhe o antimicrobiano
para o tratamento de um animal, o risco do desenvolvimento de resisténcia
deve ser levado em conta. Além disso, o perfil de resisténcia da cepa de MRSP

isolada do animal, a severidade e localizagéo das lesbes e a presenca de causa
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de base também devem ser consideradas. A terapia topica pode ser uma op¢ao
em alguns casos, no entanto em muitos casos € necessaria terapia

antimicrobiana sistémica (Duijekeren et al., 2011b).

MRSP multi resistentes representam desafio para terapia antimicrobiana
na medicina veterinaria pelas poucas opcoes de tratamento. Esta dificuldade
em encontrar drogas eficazes pressionam o0s veterindrios a utilizarem
antimicrobianos usados para o tratamento de infec¢des sérias em humanos, o
que levanta questdes éticas (Weese e Duijkeren, 2010). O uso em medicina
veterinaria de drogas como a vancomicina e linezolida que séo a unica escolha
para tratamento de MRS em humanos é questionavel, devido ao fato da
transferéncia de genes de resisténcia poder ocorrer entre cepas e espeécies

diferentes de estafilococos (Perreten et al., 2010).

3. CONCLUSAO

Nos ultimos anos MRSP emergiu como preocupacao em Varios hospitais
e clinicas veterinarias de todo o mundo. Porcentagens crescentes de bactérias
multi resistentes isoladas dos mais diversos casos de infec¢fes sdo risco a
saude animal e publica. MRSP pode afetar os mais diversos sistemas, no
entanto, a piodermite canina é de grande importancia devido aos cursos
prolongados de antimicrobianos exigidos para alcancar tratamento eficaz. A
educacdo dos médicos veterinarios quanto a presenca de Staphylococcus
resistentes é de grande importancia para a melhor abordagem terapéutica,
diminuindo o risco de selecdo de bactérias resistentes e alertando para a

transmissdo entre o animal e seu proprietario.
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Resumo

Objetivou-se através deste estudo a identificacdo das bactérias causadoras de
piodermite canina, visando a deteccdo de Staphylococcus pseudintermedius.
Foram coletadas amostras das lesdes de 25 cdes com sinais clinicos de
piodermite. Os 75 isolados obtidos foram submetidos a testes fenotipicos de
identificacdo preliminar e ao kit para identificacdo de Staphylococcus API Staph.
Os resultados dos testes fenotipicos foram confirmados através de PCR-RFLP.
A avaliacao dermatoldgica indicou predominio de piodermite superficial dentre
0s animais avaliados e o diagndéstico conclusivo da causa de base foi possivel
em 13 destes. A idade dos cées variou de 3 meses a 13 anos, sendo a maior
parte, composta por fémeas (64%). Um isolado apresentou perfil bioquimico
compativel com Staphylococcus sp. coagulase negativo e outro  com
Micrococcus sp. e foram identificados pelo APl Staph como S. auricularis e S.
sciuri, respectivamente. Dos 75 isolados, 72 foram identificados como S.
pseudintermedius e 0s outros trés como Staphylococcus sp. pela técnica de
PCR. O presente estudo confirmou a ocorréncia de S. pseudintermedius como

principal agente etiolégico de piodermites superficiais e profundas em céaes
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atendidos no Hospital Veterinario da UFV, localizado na regido de Vigosa, MG,
Brasil.

Palavras chave: Piodermite, Staphylococcus pseudintermedius,

Staphylococcus intermedius, cées.

Abstract

The objective of this study was to identify the bacteria that cause canine
pyoderma, aiming to detect Staphylococcus pseudintermedius. Samples of the
lesions were collected from 25 dogs with clinical signs of pyoderma. The 75
isolates were subjected to phenotypic tests of preliminary identification and to
API Staph a Staphylococcus identification kit. The phenotypic tests results were
confirmed by PCR-RFLP. A dermatologic evaluation indicated a predominance
of superficial pyoderma among the animals evaluated and conclusive diagnosis
of the underlying cause was possible in 12 of these animals. The dogs age
ranged from 3 months to 13 years, and they were mostly composed of females
(64%). One isolate presented a biochemical profile compatible with
Staphylococcus sp. coagulase-negative and the other with Micrococcus sp. and
were identified by API Staph as S. auricularis and S. sciuri, respectively. Of the
75 isolates, 72 were identified by PCR as S. pseudintermedius and the other
three as Staphylococcus sp.. The present study confirmed the occurrence of S.
pseudintermedius as the main etiologic agent in superficial and deep pyoderma
in dogs presented to the UFV Veterinary Hospital located in the region of

Vigosa, MG, Brazil.

Key words: Pyoderma, Staphylococcus pseudintermedius, Staphylococcus

intermedius, dogs.

22



Introducéo

O termo piodermite € usado para as infec¢des bacterianas da pele, e é
uma das causas mais frequentes de afeccBes dermatoldgicas nos caes. As
lesbes podem ser superficiais e envolverem apenas a epiderme ou o0s
infundibulos foliculares, ou comprometer estruturas mais profundas da derme
ou tecido subcuténeo. Considerando a sua localizagédo, as piodermites podem
ser classificadas como de superficie, superficial ou profunda. As lesdes
usualmente observadas séo papulas, pustulas, colaretes epidérmicos, nédulos,

crostas e alopecia (lhrke, 1996).

Qualguer infeccéo de pele deve ser considerada sinal de alguma doenca
de base cutanea, metabdlica ou imunoldgica. Etiologicamente as infec¢des de
pele sé@o classificadas como primérias ou secundarias, referindo-se a auséncia
ou presenca de causa de base identifichvel. As infeccbes secundarias sdo as
mais comuns. Quase todas as doencas de pele podem predispor a infec¢des,
mas as doencas alérgicas, seborréicas e foliculares sdo as desordens que mais

comumente causam infec¢des (Scott et al., 2001).

Staphylococcus intermedius foi descrito em 1976 como nova espécie
proveniente de isolados de caes, pombos, cavalos e martas (Hajek, 1976).
Antes dessa descricdo, todos os isolados caracterizados como cocos Gram-
positivos, produtores de coagulase em tubo, DNase ou producao de 3 hemolise
eram identificados como S. aureus (Devriese et al., 2009). Em 2005, a espécie
S. pseudintermedius foi descrita (Devriese et al., 2005). Isolados
fenotipicamente caracterizados como S. intermedius foram reclassificados
através de técnicas moleculares como trés espécies distintas, incluindo S.
intermedius, S. pseudintermedius e S. delphini, que juntos representam o grupo
S. intermedius - SIG (Sasaki et al.,, 2007). Baseado nessa classificagao, S.
pseudintermedius foi definido como o agente mais frequentemente isolado de
pele canina. Considerando essa nova evidéncia, foi proposto que todas as

cepas provenientes de pele de céo pertencentes ao SIG fossem consideradas
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S. pseudintermedius até que o0 contrario seja comprovado por meio de

investigagdo gendomica (Devriese et al., 2009).

S. intermedius pode ser diferenciado entre as espécies de SIG pelas
suas caracteristicas fenotipicas. No entanto, ndo existem testes que possam
diferenciar fenotipicamente com exatiddo as espécies S. pseudintermedius de
S. delphini, o que demanda a utilizacdo de métodos moleculares (Sasaki et al.,
2007). Varios estudos utilizando diferentes técnicas de biologia molecular
procuraram diferenciar as espécies do SIG (Sasaki et al., 2007; Bannoehr et al.,
2007; Ghebremedhin et al., 2008; Blaiotta et al., 2010), sendo que
recentemente foi descrita técnica simples utilizando Polimorfismo do Tamanho
do Fragmento de Restricdo (PCR-RFLP), que permite diferenciar o S.
pseudintermedius de outras espécies de Staphylococcus. Segundo essa
técnica, a enzima de restricdio Mbol permite a diferenciacdo entre S.
pseudintermedius e S. delphini: um fragmento de 320 bp pertencente ao gene
pta, que codifica a enzima fosfacetiltransferase, é amplificado e o produto do
PCR de S. pseudintermedius apresentaram unico sitio de restricdo. Como
resultado, isolados pertencentes a espécie S. pseudintermedius apresentam
dois fragmentos, com 213 e 107 bp, como caracteristica tipica no gel de
agarose apos eletroforese convencional. Outras espécies do SIG ndo contém
esse sitio de restricdo o que permite a diferenciacdo entre as espécies. S.
aureus também contém unico sitio de restricdo da Mbol, que resulta em dois
fragmentos, com 156 e 164 pb, que aparecem praticamente como Unica banda

guando submetido a eletroforese convencional (Bannoehr et al., 2009).

O objetivo desse estudo foi identificar a participacdo de S.
pseudintermedius como causador de piodermite em caes atendidos no Hospital
Veterinario do Departamento de Veterinaria da Universidade Federal de Vicosa
(UFV).
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Material e métodos

Selecdo de animais e coleta de amostras clinicas

Vinte e cinco cées provenientes do atendimento clinico do Servico de
Dermatologia do Hospital Veterinario da UFV foram selecionados para o
presente estudo. Todos os animais foram avaliados clinicamente e o critério
para inclusdo no estudo foi a apresentacdo de sinais clinicos de piodermite
superficial como eritema, papulas, pustulas, alopecia, escoriacoes,
descamacdo, crostas, hiperpigmentacdo e hiperqueratose, ou sinais de
piodermite profunda, como pustulas, fistulas, nédulos, ulceras, crostas, celulite
e paniculite (Scott et al., 2001). A piodermite foi confirmada por diagnéstico
clinico e/ou citolégico. Os proprietarios dos animais foram consultados sobre a
possibilidade de inclusdo no estudo, e apenas o0os que permitiram foram
considerados para as analises descritas a seguir. O periodo de selecdo de
animais e coleta de amostras ocorreu entre agosto e dezembro de 2010. Este
estudo foi realizado mediante autorizacdo da Comissdo de ética para uso de

animais da UFV.

De todos os animais selecionados, amostras clinicas de lesdes
significativas foram coletadas utilizando-se swab estéril (Labor Swab ). Quando
pustulas intactas estavam presentes, os pélos periféricos foram aparados e a
regido foi limpa com &lcool 70% (v/v), para evitar contaminacdo da amostra. A
pustula foi rompida com o auxilio de agulha fina, para coleta do material
purulento (lhrke, 1996). Em colaretes epidérmicos, o swab foi esfregado
vigorosamente na superficie interna das escamo crostas (White et al., 2005).
Em casos de piodermites profundas, se furinculos cheio de secrecbes e
intactos estavam presentes o material foi colhido de forma semelhante aquele
descrito para pustulas superficiais. Na presenca de tratos drenantes, a secrecao
purulenta foi coletada da maior profundidade possivel, para evitar a
contaminagao da amostra com bactérias da superficie (Ihrke, 1996).
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Processamento de amostras clinicas e identificacéo fenotipica

As amostras obtidas foram processadas imediatamente nos laboratorios
de Microbiologia e de Doencas Bacterianas do Setor de Medicina Veterinaria
Preventiva e Saude Publica do Departamento de Veterinaria da UFV. Os swabs
foram imersos em 1 mL de NaCl 0.85% (m/v) e agitados vigorosamente. Em
seguida, aliquotas de 200 pL da solucédo obtida foram estriadas com alca de
Drigalski, simultaneamente em agar sangue de carneiro a 5% (v/v) e Agar
MacConkey (Oxoid) e incubadas a 37 °C por 24 horas. Em seguida, pelo menos
trés colbnias isoladas das amostras obtidas de cada animal foram reativadas e
depois armazenadas em caldo de infusdo de cérebro e coracdo (BHI, Oxoid)
adicionado de 20% de glicerol (v/v) e mantido a -80 °C, formando bacterioteca
com 75 isolados. Ao final do periodo de colheita, todos os isolados foram
estriados em Agar sangue de carneiro a 5%, com incubacado a 37 °C por 24 h, e
classificados quanto a formacdo de hemdlise e morfologicamente pela
coloracdo de Gram. As colonias isoladas foram submetidas aos testes de
catalase, oxidase, coagulase, crescimento em Agar Baird-Parker suplementado
com acriflavina, manitol e maltose, o que permitiu identificacdo preliminar dos
isolados em género e espécie (Quinn et al., 1994). A cepa padrédo de S. aureus

ATCC 29213 foi utilizada como controle dos testes fenotipicos.

Pelo menos um isolado obtido por animal, ou isolados de um mesmo
animal que apresentaram caracteristicas fenotipicas diferentes, foram
submetidos a identificacdo de espécie utilizando-se o kit de identificacdo API

Staph (BioMérieux SA, Marcy I'Etoile, France).
Andlises genotipicas para identificacédo de espécies

Os 75 isolados obtidos foram submetidos a reacdo de Polimorfismo do
Tamanho do Fragmento de Restricdo (PCR-RFLP), conforme descrito por
Bannoehr et al. (2009). Essa reacdo tem como alvo uma sequéncia do gene
pta, cujo produto amplificado é clivado pela enzima de restricdo Mbol, visando a

identificacdo de S. pseudintermedius. Uma aliquota da amostra armazenada foi
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suspensa em 3 mL de caldo de BHI (Oxoid), com incubacédo a 37°C overnight. A
cultura obtida foi submetida a extragcdo do DNA gendmico utilizando-se Wizard
genomic DNA purification kit (Promega Corporation, Madison, Wisconsin, USA),
conforme as instru¢cdes para bactérias Gram-positivas. Os oligonucleotideos
utilizados foram F1 (AAA GAC AAA CTT TCA GGT AA) e R1(GCA TAA ACA
AGC ATT GTA CCG), sendo as amplificacdes realizadas em volume total de 50
uL, contendo 2 pyL de DNA, 25uL do GoTaqg green Master Mix (Promega,
Wisconsin, USA), 21 uL de agua livre de nucleases e 1 pyL de cada
oligonucleotideo (0.4 pM). O programa do termociclador para o gene pta
consistiu em incubacao a 95°C por dois minutos, seguido por 30 ciclos de 95°C
por um minuto, 53°C por um minuto, 72°C por um minuto e uma incubacao final
a 72°C por sete minutos. Apds a amplificacdo, 5 uL do produto de PCR foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose a 1,5% usando marcador de peso
molecular de 100 bp (Promega, Wisconsin, USA) e analisada em
transiluminador UV. Vinte e cinco microlitros do produto de PCR foram
incubados a 37°C com 5 U da enzima Mbol e 5 puL do tampéao de digestdo 5X
por duas horas. Os produtos da digestdo foram submetidos a eletroforese em
gel de agarose a 2%. S. pseudintermedius MRSP 3279 e S. aureus USA 100
foram utilizados como controles positivos em todas as reacdes de PCR, e agua

Milli-Q estéril como controle negativo.

Resultados

No Quadro 1 sdo apresentadas as informacdes obtidas na andlise clinica
dos 25 animais selecionados para o estudo. A avaliacdo dermatoldgica indicou
predominio de piodermite superficial dentre os animais avaliados e o
diagnéstico conclusivo da causa de base foi possivel em 13 destes. A idade dos
animais variou entre 3 meses e 13 anos, sendo a maior parte, composta por
fémeas (64%).

Considerando os resultados fenotipicos, 73 dos 75 isolados foram
identificados como S. pseudintermedius, resultado confirmado pelo kit API

Staph. Dois isolados apresentaram perfil bioquimico convencional compativel
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com Staphylococcus sp. coagulase negativo e Micrococcus sp. e foram
identificados pelo API Staph como S. auricularis e S. sciuri, respectivamente.
Foram identificados sete perfis fenotipicos diferentes dentre os 75 isolados,
sendo que a bactéria S. pseudintermedius apresentou cinco perfis diferentes
guanto ao teste do manitol e maltose. Os diferentes perfis de resultados

fenotipicos apresentados pelos isolados estdo representados na Tabela 1.
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Quadro 1. Caracteristicas clinicas observadas no exame dermatoldgico dos 25 cées selecionados para o

estudo, atendidos no Hospital Veterinaria da UFV, entre agosto e dezembro de 2010.

n. Raca Lesdes* Lesoes Localizagdo anatdmica das Tipo Doenca de base
coletadas lesbes (regiao)
1 Lhasa Apso 1/6 Eritema axilar, virilha, focinho, Superficial Atopia. **
interdigital
2 SRD 1/2 Papulas dorsal, axilar, virilha, face Superficial DAPP, seborréia seca.
interna da coxa,
3 SRD 21317 Colarete ventral, virilha Superficial Atopia, DAPP,
alergia alimentar.
4 SRD 2/9/10 Papulas borda de pavilhdo Superficial Escabiose.**
auricular, virilha
5 Cocker 1/8 Crosta ventral, periocular Profunda Dermatose do alimento
Spaniel genérico.**
6 Cocker 1/6/8/9/10/ Crosta Generalizada Profunda Demodiciose. **
Spaniel 11
7 Yorkshire 3/6 Pustula dorsal, ventral Superficial DAPP. **
Terrier
8 Cocker 1/2/4/ Eritema ventral, base da cauda Superficial DAPP. **
Spaniel 10
9 Pastor alemédo | 2/3/7/9/12 Pustula ventral, dorsal, membros Superficial Demodiciose, DAPP,
posteriores hipotireoidismo.
10 SRD 1/3/9 Pustula ventral, periocular Superficial Demodiciose,
dermatofitose.
11 Yorkshire 2/3/8 Pustula ventral, dorsal, mentoniana Superficial DAPP. **
Terrier
12 SRD 7 Colarete Dorsal Superficial DAPP, Escabiose.
13 SRD 2/3/6/8/9 Pustula borda de pavilhao auricular, Superficial Escabiose. **
axilar, ventral, jarretes
14 Bulldog 1/2/8 Crosta cervical, focinho Superficial Intertrigo. **
Campeiro
15 SRD 3/6/7/9 Pustula axilar,ventral, membro Superficial Escabiose,
posterior direito hipersensibilidade a
parasitas intestinais.
16 Fox Hound 11 Secregdo flanco, base da cauda Profunda Pseudomicetoma
fangico, pitiose,
furunculose.
17 Lhasa Apso 1/3/8 Pustula Dorsal Superficial DAPP, atopia,
alergia alimentar.
18 Shar-pei 6/8/9 Crosta generalizada Profunda Demodiciose. **
19 SRD 4/5/8/9/10 Crosta dorso ventral, base da cauda, Superficial DAPP. **
ventral
20 Cocker 2/6/8/9 Crosta dorso ventral, ventral Superficial DAPP, escabiose
Spaniel dermatofitose.
21 Shih-Tzu 1/6/8 Crosta periocular, interdigital Profunda Demodiciose. **
22 Golden 1/8 Crosta dorso ventral, face internados | Superficial DAPP, demodiciose
Retriever membros posteriores dermatite Gmida.
23 Poodle 8/9/11 Crosta interdigital, ventral, dorso Profunda Demodiciose. **
ventral
24 Rottweiler 6/7/9 Colarete Dorsal Superficial Hipotireoidimo, DAPP,
atopia, alergia alimentar
25 Lhasa Apso 2/3/8 Pustula dorsal, ventral Superficial DAPP, atopia, alergia

alimentar.

* 1. Eritema, 2. Papulas, 3. Pdastulas, 4. Hiperpigmentacdo, 5. Liguenificacdo, 6. Descamagéo, 7.

Colaretes, 8. Crostas melicéricas, 9. Alopecia, 10. Hipotricose, 11. Tratos fistulosos, 12. Lesao em placa.

**Diagnostico definitivo. SRD: sem raca definida. DAPP: dermatite alérgica a picada de pulga.
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Dos 75 isolados analisadas pelo PCR-RFLP, todos amplificaram um
produto de PCR do gene pta de 320 bp (Figura 1). Setenta e duas
apresentaram dois fragmentos de 213bp e 107bp quando submetidas a
restricdo pela enzima Mbol, sendo identificadas como S. pseudintermedius e
trés isolados de um mesmo animal ndo apresentaram o sitio de restricdo, sendo
identificados como Staphylococcus sp. (Figura 2). As cepas controle estédo

representadas na Figura 3.

“* 500
<« 300

Figura 1: Eletroforese em gel de agarose da amplificacdo dos produtos de PCR do gene pta.
Linha 1 e 6, marcador de peso molecular; linha 2, cepa controle (S. pseudintermedius 3279); linha3,
isolado n. 4 (S. pseudintermedius); linha 4, isolado n.7 (Staphylococcus sp.); linha 5, isolado n. 47

(Staphylococcus sciuri).
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Figura 2: Eletroforese em gel de agarose da digestao pela Mbol do produto de PCR do gene pta.
Linha 1 e 11, marcador de peso molecular; linha 2, cepa controle (S. pseudintermedius 3279); linha 3,
isolado n. 49 (S. peseudintermedius); linha4, isolado n. 52 (S. pseudintermedius); linha5, isolado n. 55 (S.
pseudintermedius); linha 6, isolado n. 4 (S. pseudintermedius); linha 7, isolado n. 16 (Staphylococcus sp.);
linha 8, isolado n. 17(Staphylococcus sp.); linha 9, isolado n. 47 (Staphylococcus sciuri); linha 10, isolado
n. isolado n.7 (Staphylococcus auricularis).

1 2 3

Figura 3: Eletroforese em gel de agarose da digestédo pela Mbol do produto de PCR do gene pta.
Linha 1, cepa controle (S. pseudintermedius 3279); linha 2, cepa controle (S. aureus USA 100); linha 3,

marcador de peso molecular.

Discussao

Embora a piodermite afete cées de todas as racas (lhrke, 1996), a maior
frequéncia de caes sem raca definida (8/25, Quadro 1) pode ser explicada pela
maior ocorréncia desses animais no atendimento geral do Hospital Veterinario
onde o estudo foi realizado. Dezenove animais apresentaram piodermite
superficial e apenas seis, piodermite profunda o que esta de acordo com a

literatura, sendo as piodermites superficiais a segunda causa mais comum de
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afeccdes dermatoldgicas em cées (lhrke, 1996). Dentre os 13 animais que
tiveram o diagnéstico fechado a causa base mais frequente da piodermite

superficial foi a DAPP e a da piodermite profunda foi a demodiciose.

A comparagdo entre estudos que avaliaram a ocorréncia de S.
pseudintermedius € controversa devido ao fato destes utilizarem amostras
coletadas de diferentes locais e realizarem as identificagbes destas amostras
utilizando diferentes testes fenotipicos e Kits comerciais. Estudos que avaliaram
amostras provenientes de cdes com dermatites encontraram ocorréncia de 63 a
76% de S. pseudintermedius (Kania et al., 2004; Hauschild et al., 2007; Vanni et
al., 2009; Onuma, Tanabe e Sato, 2011). De acordo com a identificacdo
fenotipica do presente estudo, 97.3% dos isolados foram considerados S.

pseudintermedius, 1.3% Staphylococcus sp. e 1.3% Micrococcus sp. (Tabela 1).

No Brasil existem raros estudos de identificacdo dos agentes causadores
de piodermite canina e todos os estudos encontrados utilizaram somente a
identificacdo fenotipica. Conceicdo (1995) obteve frequéncia de 73% de
isolados obtidos de piodermite canina identificados como S. intermedius
(provavelmente S. pseudintermedius). Outro estudo brasileiro de piodermites
superficiais em cées, identificou através do Kit APl Staph, 65% dos seus
isolados como sendo S. intermedius (provavelmente S. pseudintermedius)
(Larsson, 2008). No entanto, esse estudo ndo descreve o método utilizado para
colheita de amostras o que pode influenciar na obtencdo de culturas com

bactérias que ndo estejam realmente envolvidas no processo patolégico.

A comparacdo entre os resultados dos testes fenotipicos do isolado
identificado como S. auricalaris (Tabela 1) e a sua confirmacdo genotipica
apresentaram divergéncia. A confiabilidade da identificacdo pelo APl Staph foi
relativamente baixa (35.7%), e a espécie identificada ndo € usualmente
associada a piodermites ou pele de cées (Scott et al., 2001). Divergéncia similar
ocorreu com o isolado identificado como S. sciuri (Tabela 1), que pelo API
apresentou confiabilidade de 82%. Ambos isolados foram identificados como S.

pseudintermedius pelos testes moleculares. Estes resultados sugerem que o
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protocolo de PCR-RFLP empregado no presente estudo (Bannoehr et al., 2009)
pode ndo ser especifico para a espécie S. pseudintermedius, demandando

novos estudos para a confirmacéo desses dados.

Até o0 momento, esse € o0 primeiro estudo brasileiro de identificacdo de
isolados de piodermites caninas por técnicas de biologia molecular. Dos
isolados identificados pelo PCR-RFLP, 96% foram classificados como S.
pseudintermedius. Trés isolados de um mesmo animal identificados pelos
testes fenotipicos e pelo APl como S. pseudintermedius (Tabela 1) foram
identificados como Staphylococcus sp. pelo PCR-RFLP. Como foi excluida pela
técnica molecular a possibilidade desses isolados serem S. pseudintermedius
ou S. aureus, provavelmente tratam-se de S. intermedius ou mesmo S. delphini,
gue sao fenotipicamente semelhantes ao S. pseudintermedius (Sasaki, et al.
2007).

O presente estudo confirmou a ocorréncia de S. pseudintermedius como
principal agente etiolégico de piodermites superficiais e profundas em céaes
atendidos no Hospital Veterinario da UFV, localizado na regido de Vigosa, MG,
Brasil, resultado confirmado por PCR-RFLP.
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ANEXO

Anexo 1. Resultado das andlises fenotipicas dos 75 isolados pelos testes convencionais e pelo Kit API Staph.

Animal Isolado Hemolise | Catalase | Oxidase Gram Coagulase | Baird Parker Maltose Manitol Perfil API
1 Dupla + - + + - - +- S. intermedius S. intermedius
1 2 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
3 Dupla + - + + - - +- S. intermedius S. intermedius
4 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
2 5 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
6 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
7 Completa + - + - - - - Staph. sp. S. auricularis
3 8 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
9 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
10 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
4 11 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
12 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
13 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
5 14 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
15 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
16 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
6 17 Dupla + - + + - - + S. intermedius S. intermedius
18 Dupla + - + + - - S. intermedius S. intermedius
19 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
7 20 Dupla + - + + - - +- S. intermedius S. intermedius
21 Dupla + - + + - - +- S. intermedius S. intermedius
22 Dupla + - + + - - +- S. intermedius S. intermedius
8 23 Dupla + - + + - - +- S. intermedius S. intermedius
24 Dupla + - + + - - +- S. intermedius S. intermedius
25 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
9 26 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
27 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
28 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
10 29 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
30 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
31 Dupla + - + + - - +- S. intermedius S. intermedius
11 32 Dupla + - + + - - - S. intermedius S. intermedius
33 Dupla + - + + - - +- S. intermedius S. intermedius
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34 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
12 35 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
36 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
37 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
13 38 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
39 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
40 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
14 41 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
42 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
43 Dupla + + + - S. intermedius S. intermedius
15 44 Dupla + + + - S. intermedius S. intermedius
45 Dupla + + + - S. intermedius S. intermedius
46 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
16 47 Ausente + + - +- Micrococcus sp. S. sciuri
48 Dupla + + + - S. intermedius S. intermedius
49 Dupla + + + - S. intermedius S. intermedius
17 50 Dupla + + + - S. intermedius S. intermedius
51 Dupla + + + - S. intermedius S. intermedius
52 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
18 53 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
54 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
55 Dupla + + + - S. intermedius S. intermedius
19 56 Dupla + + + - S. intermedius S. intermedius
57 Dupla + + + - S. intermedius S. intermedius
58 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
20 59 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
60 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
61 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
21 62 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
63 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
64 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
22 65 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
66 Dupla + + + +- S. intermedius S. intermedius
67 Dupla + + + - S. intermedius S. intermedius
23 68 Dupla + + + - S. intermedius S. intermedius
69 Dupla + + + - S. intermedius S. intermedius
70 Dupla + + + - S. intermedius S. intermedius
24 71 Dupla + + + - S. intermedius S. intermedius
72 Dupla + + + - S. intermedius S. intermedius
73 Dupla + + + - S. intermedius S. intermedius
25 74 Dupla + + + - S. intermedius S. intermedius
75 Dupla + + + - S. intermedius S. intermedius

Positivo: +. Negativo: -. Fracamente positivo: +
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Resumo

Objetivou-se através deste trabalho, a identificacdo do perfil de resisténcia de
isolados de S. pseudintermedius, provenientes de piodermite canina, a
antimicrobianos comumente utilizados na clinica de pequenos animais e da
presenca de Staphylococcus meticilina resistentes através da detec¢do do gene
mecA. Setenta e dois isolados previamente identificados como S.
pseudintermedius, provenientes de 24 cées foram analisados. Os isolados
apresentaram variados perfis de resisténcia, sendo que 23,6% foram
susceptiveis a todos os antimicrobianos testados e 8,3% resistentes a 10
antimicrobianos. Dos 72 isolados apenas quatro ndo apresentaram o gene de
resisténcia mecA. Quando consideramos o0s isolados separadamente, 94,4%
apresentaram 0 gene de resisténcia e, se considerarmos 0S animais
individualmente, todos apresentaram pelo menos uma cepa de MRSP. A alta
ocorréncia de Staphylococcus meticilina resistentes isolados de cées neste

estudo alertam para a importancia de se realizar antibiograma ou mesmo PCR
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para determinar o melhor tratamento e prevenir o aparecimento de cepas multi

resistentes.

Palavras chave: Staphylococcus pseudintermedius, caes, oxacilina, mecA,

antimicrobianos.

Abstract

The aims of this study were to identify the resistance profile of isolates of S.
pseudintermedius, from canine pyoderma to antimicrobials commonly used in
small animal medicine and to identify the presence of methicillin-resistant
Staphylococcus through the detection of mecA gene. Seventy two isolates
previously identified as S. pseudintermedius, from 24 dogs were analyzed.
Isolates had different resistance profiles, 23.6% were susceptible to all
antimicrobials tested and 8.3% resistant to 10 antimicrobials. In only four of 72
isolates the resistance gene mecA was not present. When separate isolates are
considered, 94.4% had the resistance gene and, if we consider the individual
animals, all animals had at least one MRSP strain. The high occurrence of
MRSP isolated from dogs in this study alerts to the importance of conducting an
antimicrobial susceptibility test or PCR to determine the best treatment and

prevent the emergence of multi-resistant strains.

Key words: Staphylococcus pseudintermedius, dogs, oxacillin, mecA,

antimicrobials.

41



Introducéo

A piodermite € uma infeccdo bacteriana da pele e uma das principais
causas de afeccdes dermatologicas nos caes (lhrke, 1996). Um importante
agente etioldgico dessa afecgdo € Staphylococcus pseudintermedius (Devriese
et al., 2009), espécie bacteriana descrita por Devriese et al. (2005). Até o ano
de 2005 a bactéria S. intermedius era considerado o0 agente mais
frequentemente isolado de pele canina (Devriese et al., 2009). Isolados
fenotipicamente identificados como S. intermedius foram reclassificados atraves
de técnicas moleculares como trés espécies distintas; S. intermedius, S.
pseudintermedius e S. delphini que juntos representam o grupo do S.
intermedius — SIG (Sasaki et al., 2007b). Posteriormente, foi proposto que todos
os isolados do SIG obtidos de pele de céo fossem identificados como S.
pseudintermedius, exceto nos casos em que analises moleculares detalhadas
determinassem outras espécies (Devriese et al., 2009). A piodermite € uma das
razdes mais comuns do uso de antimicrobianos nos caes (Guardabassi et al.,
2004) e o género Staphylococcus possui como caracteristica a facilidade de

desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos (Weese e Duijkeren, 2010).

A resisténcia a antimicrobianos € causada pela evolucdo das bactérias,
ou seja, pela mutacdo espontanea e recombinacdo de genes, que criam
variabilidade genética sobre a qual atua a selecdo natural aos mais aptos. As
drogas atuam como agentes seletivos, favorecendo as bactérias resistentes,
presentes na populacdo. O desenvolvimento de resisténcia pode se dar por
resisténcia cromossomal como resultado de mutacdo espontanea, ou por
mecanismos de transferéncia de material genético e plasmideos, de uma
bactéria para outra. O esforco para descobrir e sintetizar novas drogas pode
levar anos, portanto, é necessario uso racional dos antimicrobianos para evitar

resisténcias (Andrade, 2002).

A identificacdo de cepas resistentes é realizada por ensaios laboratoriais
onde as mesmas sdo avaliadas frente a diversos antimicrobianos. A resisténcia

as penicilinas, penicilinase-estaveis, (meticilina, nafcilina e oxacilina) s&o
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referidas como “resisténcia a meticilina” (CLSI, 2008), no entanto, essa
resisténcia é confirmada pelo uso da oxacilina, devido ao fato desta apresentar
maior estabilidade em estoque e maior capacidade de detectar resisténcia
cruzada do que a meticilina (Quinn et al.,, 1994). A resisténcia a meticilina
possui relevancia pois é conferida pela presenca do gene mecA, responsavel
por alteracdes nas proteinas ligadoras de penicilina (PBP), determinando baixa
susceptibilidade a antimicrobianos beta-lactamicos. Portanto, Staphylococcus
meticilina resistentes (MRS) ndo séo sensiveis a varios antimicrobianos (Enright
et al., 2002; Weese e Duijkeren, 2010), como a ampicilina, amoxicilina, acido
clavulanico, cefalexina, ceftiofur e cefaclor (Andrade, 2002), que s&o
usualmente utilizados no tratamento da piodermite canina. As cepas resistentes
a meticilina muitas vezes apresentam mudltipla resisténcia que incluem
antimicrobianos beta-lactamicos, aminoglicosideos, macrolideos, clindamicina e
tetraciclinas (Quinn et al., 1994). O teste mais confiavel para a deteccdo da
resisténcia a meticilina € a PCR do gene mecA, no entanto, poucos laboratérios

realizam a PCR para diagndstico de rotina (Schissler et al., 2009).

Assim, S. aureus meticilina resistente (MRSA) e S. pseudintermedius
meticilina resistente (MRSP) emergiram como problemas significantes em
medicina veterinaria, satide animal e saude publica (Weese e Duijkeren, 2010).
A prevaléncia e ocorréncia de MRSP foram determinadas em diferentes
populacdes caninas e em diferentes paises, com variacdo entre 0 e 4.5%,
avaliada tanto em cdes saudaveis como naqueles admitidos em hospitais
veterinarios (Griffeth et al., 2008; Hanselman et al., 2008; Murphy et al., 2009).
Em cdes com piodermites, a ocorréncia de MRSP variou entre 0 e 66 %
(Griffeth et al., 2008; Mendleau et al., 1986; Kania et al., 2004; Sasaki et al.,
2007b; Kawakami et al.,, 2010). No Brasil ndo existem relatos ou estudos de
MRS como causadores de piodermites em caes; porém, considerando o0 uso
abusivo de antimicrobianos na clinica veterinaria, acredita-se que essa

frequéncia seja relativamente alta.
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Esse estudo teve como objetivo determinar o perfil de resisténcia da
bactéria S. pseudintermedius a diferentes antimicrobianos e detectar a
presenca do gene mecA em isolados obtidos de amostras clinicas de

piodermites em caes.

Material e métodos
Microrganismos

Um total de 72 isolados bacterianos obtidos de amostras clinicas de
piodermites superficiais e profundas de 24 cdes atendidos no Hospital
Veterinario da UFV foi utilizado no presente estudo. Informacgfes sobre os
pacientes como o uso prévio de antimicrobianos foram obtidas através das
fichas clinicas arquivadas no hospital veterinario. Todos os isolados foram
identificados previamente como S. pseudintermedius por meio de PCR-RFLP,

segundo metodologia descrita por Bannoehr et al. (2009).

Os isolados foram estocados a -80 °C em infusdo de cérebro e coracéo
(BHI, Oxoid Ltd., Basingstoke, England) adicionado de glicerol a 20% (v/v). Para
utilizacdo, uma aliquota de cada cultura estocada foi transferida para BHI
(Oxoid) e incubada a 37 °C overnight, quando foi estriada em agar sangue de
carneiro desfibrinado a 5% (v/v) com incubacdo a 37 °C overnight. ApGs
confirmacdo da pureza das culturas, col6nias isoladas foram novamente
transferidas para BHI (Oxoid) e incubadas a 37 °C overnight, para execucgéo de

analises laboratoriais.
Perfil de resisténcia

Foram realizados testes de sensibilidade a 12 antimicrobianos pelo
método de difusdo em disco. Cinco col6nias de cada isolado foram transferidas
para um tubo contendo BHI (Oxoid) com incubacg&o por 18 horas a 37 °C. A
turbidez deste caldo foi ajustada para o padrao de 0.5 na escala de McFarland.
Um swab estéril (Labor Swab) foi mergulhado no caldo apdés o ajuste da
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turbidez e em seguida semeado em toda a extensdo de uma placa de petri com
aproximadamente 4 mm de &gar Mueller-Hinton (Oxoid). Em seguida foram
posicionados os discos contendo os antimicrobianos em distancias equivalentes
(no maximo 5 por placa). As placas foram entdo incubadas a 37 °C com
excecdo daquelas contendo oxacilina que foram incubadas a 35 °C, por 24
horas. As leituras dos halos de inibicdo foram feitas por meio de paquimetro
milimetrado (CLSI, 2008). Foram utilizados o0s seguintes antimicrobianos:
amoxicilina (10 mcg), amoxicilina + acido clavulanico (30 mcg), azitromicina
(15mcg), cefaclor (30 mcg), cefalexina (30 mcg), ciprofloxacina (5mcg),
clindamicina (2mcg), doxiciclina (30 mcg), enrofloxacina (30mcg), imipenem (10
mcg), oxaciclina (1 mcg) e sulfadiazina + trimetoprim (25 mcg) (Cefar
Diagnostica Ltda). O tamanho dos halos de inibicdo foi avaliado segundo CLSI
(2008) e recomendacdes do fabricante (Cefar Diagnéstica Ltda). A cepa padréo

de S. aureus ATCC 29213 foi utilizada como controle.
Teste genotipico para identificacdo do gene mecA

A presenca do gene mecA foi detectada por PCR, segundo Bannoehr et
al. (2007). Uma aliquota de cada isolado foi adicionada a 3 ml de BHI (Oxoid), e
incubada a 37 °C overnight. A cultura obtida foi submetida a extracdo do DNA
gendmico utilizando-se o Wizard genomic DNA purification kit (Promega Corp.,
Madison, Wisconsin, USA), conforme as instru¢cdes para bactérias gram-
positivas.

As amplificagbes foram realizadas em volume total de 25 pl, contendo 2
ul de DNA, 12,5 pl do GoTaqg green Master Mix (Promega, Wisconsin, USA), 8,5
ul de agua livre de nucleases e 1 pl (0.4uM) de cada primer (F1- GTA GAA ATG
ACT GAA CGT CCG ATAA e R1- CCA ATT CCA CAT TGT TTC GGT CTA,
ambos a 10 pMol/ul). O programa do termociclador para o gene mecA consistiu
em desnaturacéo inicial de 5 min a 95°C, seguida de 30 ciclos de desnaturacéo
por 45 segundos a 95°C, anelamento por 45 segundos a 52°C, uma extenséo
por 1 minuto a 72°C e uma extensao final por 5 minutos a 72°C. Apés a

amplificagéo, 5 pl do produto de PCR foram submetidos a eletroforese em gel
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de agarose a 1,5% usando marcador de peso molecular de 100 bp (Promega
Corp.) e analisada em transiluminador UV. Staphylococcus pseudintermedius
MRSP 3279 e S. aureus USA 100 foram utilizados como controles positivos, e

agua MilliQ estéril como controle negativo.

Resultados

Segundo a ficha clinica, dos 24 cdes que participaram do estudo nove
fizeram uso prévio de antimicrobianos, sendo a cefalexina o mais utilizado (sete
cdes). Também foram relatados o uso de norfloxacina, enrofloxacina, doxiciclina
e clindamicina. As porcentagens de isolados resistentes e com resisténcia

intermediaria estdo representadas na Figura 1.
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70
60
50
40
30
20 -

M Resistentes

Intermediario

% de resisténcia

10 +

OXA AMO AMC CLI AZI SUT CFE ENO DOX CFC CIP IMEP

Antimicrobianos

Figura 1: Percentual de resisténcia de isolados de S. pseudintermedius a diferentes antimicrobianos.
Legenda: oxacilina (OXA), amoxicilina (AMO), amoxicilina+acido clavulanico (AMC), clindamicina (CLI),
azitromicina (AZI), sulfametoxazol (SUT), cefalexina(CFE), enrofloxacina (ENO), doxiciclina (DOX),

cefaclor (CFC), ciprofloxacina (CIP) e imipenem (IMEP).

Os isolados apresentam variados perfis de resisténcia aos

antimicrobianos avaliados: 17 (23,6%) foram susceptiveis a todos os
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antimicrobianos testados, 20 (27,8%) foram resistentes a um antimicrobiano, e
6 (8,3%) resistentes a 10 antimicrobianos (Tabela 1).

Tabela 1: Resisténcia simultdnea aos antimicrobianos dos isolados de S. pseudintermedius.

No. de No. de isolados Isolados resistentes

antimicrobianos .
resistentes

1 20 1A; 4B; 6B; 7A; 7B; 7C; 9A; 9B; 9C; 12A; 12B; 12C; 14A;
14B; 14C; 15A; 16C; 17C; 21A; 21C

2 5 1C; 8A; 8B; 15B; 17B

3 5 8C; 21B; 23A; 23B; 23C

4 8 5A; 5B; 5C; 6A; 10B; 11A; 11B; 11C
5 4 3A; 22A; 22B; 22C

7 2 24A; 24B

8 1 24C

9 4 2A; 20A; 20B; 20C

10 6 1A; 2B; 2C; 13A, 13B; 13C

Os isolados intermediarios foram considerados resistentes nesta tabela.

Todos os isolados foram submetidos a PCR para identificacdo do gene
mecA e dos 72 isolados apenas quatro ndo apresentaram este gene. Dos
isolados, 68 apresentaram um fragmento de 310 bp referentes ao gene mecA
conforme representado na Figura 2. Os perfis de resisténcia de cada isolado
separadamente estdo representados no Quadro 1. Quando consideramos 0s
isolados separadamente, 94,4% apresentaram o gene de resisténcia, no
entanto, se considerarmos 0s animais individualmente, todos os animais

apresentaram pelo menos uma cepa MRSP.
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Quadro 1: Perfis de resisténcia dos 72 isolados de S. pseudintermedius frente aos 12 antimicrobianos estudados e a presenga do gene mecA.
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R: resistente. |: intermediério. Branco: isolados susceptiveis. Oxacilina (OXA), Amoxicilina (AMO), Amoxicilina+écido clavulanico (AMC), Clindamicina (CLI),
Azitromicina (AZI), Sulfametoxazol (SUT), Cefalexina(CFE), Enrofloxacina (ENO), Doxiciclina (DOX), Cefaclor (CFC), Ciprofloxacina (CIP) e Imipenem (IMEP).
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Figura 2: Eletroforese em gel de agarose dos resultados de PCR para a detecgdo do gene mecA.

Linhal e 11, marcador de peso molecular; linha 2, MRSP 3279; linha 3, isolado n. 2A; linha 4, isolado n.
3A; linha 5, isolado n. 4A; linha 6; isolado n.5A; linha 7,isolado n.6A, linha 8, isolado 2B; linha 9, isolado
7A; linha 10, isolado 12B.

Discussao

Os antimicrobianos utilizados neste estudo foram escolhidos devido a
sua grande utilizacdo na clinica de pequenos animais, com excecdo do
imipenem que apesar de ser um [-lactamico injetavel pouco utilizado em
medicina veterinaria foi selecionado devido a sua grande atividade
antibacteriana. Possui atividade contra quase todos os aerdbios e anaerébios
gram-positivos ou negativos, cocos ou bastonetes de importancia clinica, sendo
considerado como terapia alternativa em infeccbes graves e resistentes a
multiplos antimicrobianos. No entanto, Staphylococcus resistentes a meticilina
também podem ser resistentes ao imipenem (Maddison et al., 2008). No
presente estudo, os 72 isolados foram susceptiveis ao imipenem, mesmo
agueles resistentes a oxacilina, confirmando sua atividade antimicrobiana.
Ruscher et al. (2009) obtiveram resultado similar de antibiograma confirmando a

eficacia do imipenem sob S. pseudintermedius.

A cefalexina é considerada a primeira escolha no tratamento de
piodermites superficiais por ser segura e eficiente (Toma et al., 2008). Drogas
como a cefalexina e a amoxicilina / acido clavulanico sao escolhas excelentes

como primeiro tratamento porque a resisténcia a essas drogas ocorre com

49



baixa frequéncia, exceto quando agentes resistentes a meticilina estdo
envolvidos (May, 2006). A cefalexina foi utilizada em sete dos nove animais
gue fizeram uso prévio de antimicrobianos, no entanto, ela foi a segunda droga
com menor porcentagem de resisténcia (10,7%), seguida pela
amoxicilina+acido clavulanico (13,3%) (Figura 1). Esses resultados evidenciam
gue essas drogas ainda devem ser consideradas como primeira escolha no

tratamento das piodermites.

O antibacteriano com maior indice de resisténcia foi a amoxicilina
(65,3%) (Figura 1). A amoxicilina quando ndo potencializada, ndo possui acao
contra os estafilococos produtores de penicilinases. A alta prevaléncia de
resisténcia adquirida tem limitado o papel das aminopenicilinas nao

potencializadas na clinica de pequenos animais (Maddison et al., 2008).

Um estudo avaliou os critérios de interpretacdo do CLSI de 2008 e de
2004, comparando os resultados de testes de difusdo em disco com oxacilina
com a presenca do gene mecA para amostras de S. pseudintermedius.
Segundo o CLSI de 2008, valores de interpretagdo de < 10 mm para o halo de
inibicdo da oxacilina no método de difusdo em disco resultaram em uma
sensibilidade de 70% no diagndéstico quando comparada a amostras mecA
positivas. Se considerado o critério de interpretagdo do CLSI de 2004 de < 17
mm a sensibilidade é de 100% (Schissler et al., 2009). Mesmo considerando
como < 17 mm o tamanho do halo de inibicdo, o presente estudo observou
grandes divergéncias entre os resultados do teste de difusdo em disco (19,4%)
e a deteccao do gene mecA (94,4%). A discordancia entre a presenca do mecA
e a auséncia de fenotipo oxacilina resistente correspondente ja foi previamente
reconhecida em outros estudos (Bemis et al., 2006; Schissler et al., 2009). Este
resultado nos leva a inferir que apesar dos isolados apresentarem o gene para
resisténcia a meticilina, esses isolados provavelmente ndo estdo expressando
esse gene ou estao expressando em quantidades minimas nao detectadas pelo
teste de difusdo em disco. A hipétese dos isolados nédo estarem expressando o

gene pode ser suportada pelo fato de que em geral ndo sao observadas falhas
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no tratamento clinico dessas piodermites no HVT/DVT. Um estudo avaliando a
recorréncia de casos de piodermites seria necessario para elucidar esses
resultados. Varios estudos procuraram avaliar a presenca de isolados de MRSP
entre as populacdes caninas. Os isolados destes estudos foram provenientes
de diversos locais, tanto de animais saudaveis como de animais com lesdes de
pele, e véarios métodos diferentes de identificacdo de resisténcia foram
utilizados, como a difusdo em disco de oxacilina, a deteccao da proteina PBP, a
deteccdo do gene mecA, o que dificulta a comparacdo adequada entre eles
(Sasaki et al., 2007b; Griffeth et al., 2008; Hanselman et al., 2008; Ruscher et
al., 2009; Morris et al., 2010; Kawakami et al., 2010; De Lucia et al., 2011,
Nienhoff et al., 2011). A frequéncia de MRSP detectados no presente estudo
(94,4%) foi muito superior aquelas observadas por esses autores, sendo este

resultado preocupante.

Kawakami et al. (2010) obteve alta porcentagem de isolados de MRSP
(66,5%), sendo que este estudo também avaliou isolados de piodermites
caninas através da presenca do gene mecA. Outros estudos que apresentaram
porcentagens menores, geralmente avaliaram isolados de pele higida (Griffeth
et al., 2008; Epstein et al., 2009; Morris et al., 2010) o que pode explicar as
divergéncias entre os resultados obtidos. Uma outra possivel explicacdo para o
ndmero elevado de MRSP € o uso indiscriminado de antimicrobianos no Brasil.
Somente em 2011 foi implementada uma lei que obriga farmacias a reterem as
receitas meédicas de antimicrobianos, o que dificulta a automedicacdo ou
medicacdo de animais sem indicacdo veterinaria (Mello, 2010). Estudos
apontam o uso prévio de antibacterianos como um fator de risco para a infec¢ao
com os MRSP (Sasaki et al., 2007a; Duijkeren et al., 2011), o que justificaria a

alta ocorréncia de MRSP nas amostras avaliadas.

Sao necessarios mais estudos que acompanhem o resultado das
terapias antimicrobianas por tempo prolongado para avaliar as recorréncias das
piodermites caninas e comparar a susceptibilidade antimicrobiana in vitro ao

tratamento com essas drogas nos pacientes. Os resultados do presente estudo
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apontam para a importancia de se realizar antibiograma ou mesmo técnicas
moleculares para determinar o melhor tratamento e prevenir o aparecimento de

cepas multi resistentes.
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CONCLUSAO GERAL

Nos ultimos anos o MRSP emergiu como preocupacdo em VAarios
hospitais e clinicas veterinarias em todo o mundo. Porcentagens crescentes de
bactérias multi resistentes isoladas dos mais diversos casos de infec¢des sao
risco a saude animal e publica. A educagdo dos médicos veterinarios quanto a
presenca de estafilococos resistentes € de grande importancia para que este
possa escolher a melhor abordagem terapéutica, diminuindo o risco de selecdo
de bactérias resistentes e alertando para a transmisséo entre o animal e seu

proprietario.

55



Os resultados do presente estudo apontam para a importancia de se
realizar antibiogramas ou mesmo técnicas moleculares para determinar o
melhor tratamento e prevenir o aparecimento de cepas multi resistentes. Os
resultados confirmaram a ocorréncia de S. pseudintermedius como agente
etiolégico de piodermites superficiais e profundas em cédes atendidos no
Hospital Veterinario da UFV localizado na regido de Vigosa, MG, Brasil, além de
determinar alta ocorréncia de MRSP nestes animais. S&0 necessarios mais
estudos que determinem a ocorréncia de MRSP em outras regifes do pais e
gque acompanhem o resultado das terapias antimicrobianas por tempo
prolongado para avaliar as recorréncias das piodermites caninas, determinando

a resisténcia bacteriana in vivo.
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