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RESUMO

PEREIRA, Ingrid Annes. Etiologia dos processos infecciosos e abordagem sobre a
avaliacdo em Staphylococcus spp. dos fatores de viruléncia e resisténcia aos
antimicrobianos de uso clinico em caes e gatos.139 p. Tese (Doutorado em Ciéncias
Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

O presente estudo realizou uma abordagem investigativa sobre a etiologia de processos
infecciosos de animais de companhia e seu respectivo perfil de suscetibilidade
antimicrobiana. Foram investigados diferentes mecanismos de resisténcia a azitromicina
e oxacilina, ¢ os principais fatores de viruléncia expressos em Staphylococcus spp.
provenientes desses casos de infec¢do. Foram coletados 225 espécimes de casos de otite
externa, pioderma, infec¢des do trato genito-urinario, respiratério, cavidade oral e da
mucosa conjuntival de cdes e gatos. Foram identificados 100 isolados do género
Staphylococcus spp. representados por: S. aureus, S. intermedius, S. hyicus e
Staphylococcus spp. coagulase-negativos. Também foram detectados 64 Bastonetes
Gram-negativos (BGN), representados por Pseudomonas e enterobactérias. Os
Staphylococcus spp. foram mais resistentes a penicilina, ampicilina, cefoxitina,
ceftriaxona, azitromicina e clindamicina. As Enterobactérias foram mais resistentes a
enrofloxacina e tetraciclina, enquanto Pseudomonas spp. a ceftriaxona. Diferentes testes
foram utilizados para avaliagdo do perfil de atividade da azitromicina dentre estes, a
Difusdo em Disco e a Microdilui¢do em Caldo, que detectaram resisténcia em 55% e
66% dos Staphylococcus spp., respectivamente e 53,1% ¢ 90% dos BGN. A CIMs9 foi
de 16,0 pg/mL e 64 pug/mL para Staphylococcus spp. e de 256pug/mL e >512ug/mL para
BGN. Também foram detectados genes envolvidos na resisténcia a macrolideos, tais
como, os genes ermA, B ¢ C em 12%, 3% e 24% dos Staphylococcus spp.,
respectivamente. Em relagdo a resisténcia a oxacilina, foi possivel detectar um fenotipo
de resisténcia heterogéneo sendo o teste de “Agar screen” mais sensivel na predi¢io
dessa resisténcia. O gene mecA foi detectado em 25% dos Staphylococcus spp., destes
trés isolados foram positivos para todos os genes do sistema mec (mecA-mecl-mecR1) e
estes apresentaram resisténcia a oxacilina na maioria dos testes fenotipicos. Os genes do
sistema regulatorio para produg¢do de P-lactamse foram investigados, tendo sido
detectado apenas o gene blaZ em 9% dos isolados, os genes blaZ ¢ blal em 19% e os
genes do sistema blaZ, blal e blaRlem 3% dos Staphylococcus spp. Quanto aos fatores
de viruléncia de Staphylococcus spp., 81% dos Staphylococcus spp. foram produtores
de “slime” e destes 15% foram positivos para os genes icaA e icaD. Um total de 43%
dos isolados foram hemoliticos, sendo prevalente a [-hemolisina. Os genes hla e hilb
foram detectados em 48,8% dos Staphylococcus spp. hemoliticos. O gene spaA, que
codifica a regido X da proteina A de superficie celular, foi positivo em todos os S.
aureus, e em 88,2% dos S. intermedius e 75% dos S. hyicus, apresentando amplicons de
tamanhos variados, sendo o tamanho prevalente o de 300pb. A amplificagdo do gene
coa apresentou cinco tipos polimorficos distintos, sendo prevalente o amplicon de
520pb. O gene agr foi detectado em 29% dos Staphylococcus spp.. Em apenas 5% dos
Staphylococcus spp.. O gene agr apresentou regulacdo positiva de hemolisinas e
negativa da proteina A de superficie, sugerindo a interferéncia de outros sistemas
reguladores.

Palavras-chave: Processos infecciosos, animais de companhia, resisténcia
antimicrobiana, fatores de viruléncia, Staphylococcus spp..



ABSTRACT

PEREIRA, Ingrid Annes. Etiolgy of infectiuos diseases of dogs and cats and
approach on Staphylococcus spp. virulence factors and resistance to antimicrobials
applied in veterinary practices.139p. Tesis (Doctor in Veterinary Science). Instituto
de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2008.

The present study was designed to investigate the etiology of different infectious
disease of pet animals and the bacteria antimicrobial susceptibility pattern. Also
different oxacillin and azithromycin resistance mechanisms and virulence factors of
Staphylococcus spp. were investigated in order to enlarge the knowledge about
pathogenic potential of this bacteria. A total of 225 clinical samples of dogs and cats
were collected from cases of otitis externa, pyoderma, infections from urinary,
reproductive and respiratory tract, oral and conjuntival mucosas. There were identified
100 isolates from genus Staphylococcus spp. represented by the species S. aureus, S.
intermedius e S .hyicus and negative-coagulase Staphylococcus. It was also detected 64
Gram-negative rods (GNR), represented by Pseudomonas spp. and Enterobacteriaceae.
Staphylococcus spp. isolates were resistant to penicillin, ampicillin, cefoxitin,
azithromycin and clindamycin, while Enterobacteriaceae were resistant to enrofloxacin
and tetracycline, and Pseudomonas spp. to ceftriaxone. Different tests were used to
access the activity pattern of azithromycin, such as Disc Diffusion and Broth
Microdiluition that detected 55% and 66% of resistants Staphylococcus spp., and 53,1%
e 90% of resistant GNR. Staphylococcus spp. azithromycin MICsg99 were 16,0 pg/mL
and 64 pg/mL, to GNR were 256pug/mL and >512pug/mL. Macrolide resistance genes,
such ermA, B and C, were detected in 12%, 3% and 24% of Staphylococcus spp. isolates
and all isolates were negative to mef gene. Concerning to the oxacillin resistance, it was
possible to detect a heterogeneous phenotype and the agar screen test was the most
sensitive to predicte this resistance. The mecA gene were detected in 25% of
Staphylococcus isolates, and three of them were positive to all genes of the mec
complex (mecA-mecl-mecR1) and phenotically resistants to oxacillin in most of the
tests. It was also investigated the blaZ genes complex wich are involved in regulation of
B-lactamase, been possible to detect only blaZ gene in 9% of isolates, blaZ e blal genes
in 19% and the complete complex (blaZ, blal and blaR1) in 3% of Staphylococcus spp.
About the virulence factors, 81% were slime producers and 15% of them were
associated to the presence of icaA and icaD genes. In 43% of isolates were detected
hemolisis and the B-hemolisin were the prevalent one. The hla e hlb genes were
detected in 48,8% of hemolytic Staphylococcus spp. isolates. The spaA gene that
codifies the X region of protein A was positive in all S. aureus isolated and in 88,2% of
S. intermedius and 75% of S. hyicus, revealed different size of amplicons, being the
prevalent the size of 300pb.The amplification of the coa gene presented five distinct
polimorfics types, with single and double bands, being prevalent the profile of 520pb.
The agr gene was positive in 29% of Staphylococcus spp. Only in 5% of
Staphylococcus spp. the agr gene was correlated to positive regulation of hemolisins
and negative regulation of protein A.

KEY WORD: infectious disease, pet animals, antimicrobial resistance, virulence
factors, Staphylococcus spp.
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1. INTRODUCAO

Os animais de companhia, como caes e gatos, estdo frequentemente expostos a
uma gama de bactérias presentes no ambiente que podem colonizar locais especificos
como, a pele, trato digestorio, respiratorio e urogenital. Uma grande diversidade de
agentes microbianos pode estar associada aos processos infecciosos de animais de
companhia, dentre estes, diferentes espécies de bactérias dos géneros Staphylococcus
spp., Streptococcus spp. e espécies Gram-negativas, tais como, Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa sao comumente identificadas (GUARDABASI et al., 2004).
Estes agentes infecciosos, em associagdo as condi¢des imunologicas do hospedeiro e
fatores extrinsecos, podem desenvolver doencas que apresentam resultados clinicos
varidveis segundo a viruléncia e patogenicidade do agente. O isolamento e identificacdo
bacteriana s3o ferramentas importantes para evitar falhas comuns na conduta terapéutica
quando o tratamento ¢ realizado de forma presuntiva, como por exemplo,
Staphylococcus intermedius em piodermatite canina, desconsiderando a possibilidade
do envolvimento de diferentes espécies bacterianas na etiologia desta infeccdo. No
entanto, a compreensao da significancia da conduta microbioldgica diagnostica parece
ter sido substituida pela pratica do diagnostico terapéutico que colabora com o aumento
do uso de antimicrobianos de amplo espectro favorecendo casos de resisténcia e falhas
terapéuticas.

Desde seu lancamento no mercado farmacoldgico “pet” do Brasil, a azitromicina
tem sido utilizada em larga escala na clinica veterinaria de pequenos animais. No
entanto, ndo existem relatos a respeito do perfil de suscetibilidade dos isolados
bacterianos de origem animal. As vantagens microbioldgicas e bioquimicas da
azitromicina estimularam os médicos veterindrios atuantes na area de clinica de
pequenos animais a prescreverem este firmaco como alternativa eletiva ao tratamento
de diferentes processos infecciosos. A azitromicina ¢ um antibidtico da classe dos
macrolideos, indicada para o tratamento de processos infecciosos dos sistemas genito-
urindrio, respiratorio, oral e pele de caes e gatos. Este farmaco apresenta caracteristicas
farmacocinéticas e microbiologicas diferenciais, podendo ser absorvida pela via oral e
parenteral em dose unica diaria e em ciclos de tratamento curtos, favorecendo a
terapéutica veterinaria. Seu mecanismo de agdo € bacteriostatico e consiste na liga¢do a
subunidade 23S do ribossomo, inibindo assim a sintese protéica. As caracteristicas
farmacocinéticas mais importantes incluem rapida e elevada difusdo tissular e meia-vida
bioldgica bastante prolongada (GIRARD et al., 1990). Apresenta atividade contra
bactérias aerobias e anaerdbias Gram-positivas, com excecdo de enterococos, € contra
Gram-negativos (RETSEMA, 1999).

Embora as vantagens na administragdo e a eficicia terapéutica da azitromicina
sejam reconhecidas, sua utilizagdo indiscriminada, sem um monitoramento
microbioldgico, pode acarretar aumento da pressdo seletiva na populacdo bacteriana, e
induzir alguns mecanismos de resisténcia. Estudos cientificos apontam para o
desenvolvimento de resisténcia a azitromicina em cepas Gram-positivas, incluindo
Streptococcus pneumoniae e a maioria das cepas de Staphylococcus spp. oxacilina-
resistentes provenientes de infecgdes humanas (AMSDEN, 1999; TRAMPER-
STRANDERS et al., 2007) e em cepas Gram-negativas, como Haemophilus spp. e
Pseudomonas aeruginosa produtora de biofilme (GILLIS et al., 2005; PHAFF et al.,
2006).

Os mecanismos bioquimicos associados a resisténcia a antibioticos macrolideos,
como a azitromicina, compreendem modificacdo do sitio ativo ribossomal, bombas de



efluxo e inativacdo antimicrobiana, e resultam em uma variedade de fendtipos de
resisténcia (LECLERCQ, 2002). A modificagdo do sitio ativo ribossomal ocorre através
producdo de metiltransferases, que reduzem a afinidade dos macrolideos pelos alvos
bacterianos, estas enzimas sdo codificadas pelos genes erm ja detectados em uma ampla
variedade de espécies bacterianas. O mecanismo associado a bombas de efluxo promove
o desenvolvimento de componentes transmembrana com atividade transportadora
reduzida e pode ser mediado pela aquisi¢do de genes mef (LECLERCQ, 2002; LIM et
al., 2002).

Alguns estudos relataram também o desenvolvimento de resisténcia cruzada a
azitromicina em cepas de Staphylococcus spp. oxacilina-resistentes portadoras do gene
mecA. O gene mecA regula a producdo de uma proteina alvo modificada de baixa
afinidade pelos antibidticos B-lactdmicos, denominada de PBP2a ou PBP2’ (MOON et
al., 2007). A redugdo da afinidade de proteinas transportadoras da membrana bacteriana
pode ser um mecanismo responsavel pela resisténcia cruzada entre diferentes classes de
antimicrobianos (LIM et al., 2002). Este gene ¢ inserido no cromossomo estafilocdcico
através de um elemento genético modvel, denominado cassete estafilococico
cromossomico mec (SCCmec-“staphylococcal cassete chromossome”), que pode ser
transferido via plasmideos, transposons, € se integrarem a ilhas de patogenicidade do
genoma bacteriano (KATAYAMA et al, 2000). O cassete mec carreia outros
elementos genéticos como Tn554, pUB110 e pT181, que codificam a resisténcia as
outras classes de antimicrobianos causando multirresisténcia. A transferéncia horizontal
do gene mecA em Staphylococcus spp. resultou na dissemina¢do mundial de clones
oxacilina e multidroga-resistentes, tornado-se uma dificuldade adicional para o controle
de infeccdes causadas por este agente (ITO et al., 2001).

Além da habilidade apresentada pelos Staphylococcus spp. em disseminar
informagdes genéticas, permitindo o intercambio entre bactérias da mesma espécie ou
espécies diferentes, seu reconhecido potencial de patogenicidade favorece sua atuagdo
como agente etiologico das infeccdes humanas e animais. Em medicina veterinaria, as
principais patologias provocadas por este género incluem as infec¢des de pele, otite
externa, infecgdes respiratorias, do trato urindrio e gastrintestinal de cdes e gatos, além
de outras espécies animais (SCOTT et al., 2001; CETIN et al., 2003; FRANSSON;
RAGLE, 2003; OLIVEIRA et al., 2005).

Os processos infecciosos provocados por Staphylococcus spp. podem estar
associados a expressdo de uma ampla variedade de fatores de viruléncia extracelulares e
outras proteinas, que contribuem na invasao das defesas fagociticas do hospedeiro, na
aderéncia as células epiteliais, na colonizacdo dos tecidos e persisténcia extracelular
(DINGES et al., 2000). A maioria dos Staphylococcus spp. pode expressar uma camada
de mucopolissacarideo, “slime”, que atua na aderéncia e coloniza¢do do epitélio e
matéria inerte (AGUILAR et al.,, 2001). Durante o processo de coloniza¢do, sdo
liberadas enzimas e proteinas, tais como proteina A, coagulase, hemolisinas, que
possibilitam a invasdo, escape do sistema imunoldgico e auxilio na obtencdo de
nutrientes através da transformacgdo de substancias do tecido hospedeiro (DINGES et
al., 2000). A expressdo destas proteinas extracelulares estd sujeita a regulagdo
coordenada de varios loci génicos. O mais estudado ¢ o sistema agr que envolve cinco
genes (agrA, agrB, agrC e agrD) que atua como regulador positivo de proteinas
secretoras (o e B hemolisinas, proteases, DNAses e estafiloquinases) e pode reprimir a
transcricdo dos genes que codificam a proteina A, coagulase e outras proteinas
associadas a parede (NOVICK; JIANG, 2003).

O presente estudo realizou uma abordagem investigativa sobre a etiologia de
diferentes processos infecciosos de animais de companhia, identificando as espécies
bacterianas e avaliando seu perfil de suscetibilidade frente diferentes classes de



antibioticos aplicados na terapéutica veterinaria. De modo especifico, foi avaliado perfil
de suscetibilidade a azitromicina, que tem sido prescrita de forma indiscriminada na
terapéutica veterindria, como modelo para avaliacdo da resisténcia em isolados
bacterianos de processos infecciosos de animais de companhia. Diferentes mecanismos
de resisténcia a azitromicina foram avaliados, incluindo a possivel resisténcia cruzada
entre oxacilina e azitromicina em isolados de Staphylococcus spp. conforme apontado
pela literatura. Os testes fenotipicos e genotipicos foram realizados para deteccao dos
marcadores de resisténcia a azitromicina e a oxacilina em Staphylococcus spp., e para
avaliagdo dos principais fatores de viruléncia associados aos isolados de Staphylococcus
spp. das infecgdes de animais de companhia como forma de ampliar o conhecimento a
respeito do potencial patogénico dessas bactérias.

O objetivo desse estudo ¢ fornecer dados que possam ser de valia tanto para
area da clinica quanto para a microbiologia veterinaria e contribuir para a construg¢do do
quadro real do desenvolvimento de resisténcia a azitromicina em nossa regido, de forma
que seu uso represente um ganho real como alternativa terapéutica em Medicina
Veterinaria.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Processos Infecciosos em Animais de Companhia

Os animais estdo frequentemente expostos a uma gama de bactérias presentes no
ambiente que podem colonizar locais especificos como a pele, trato digestorio,
respiratorio e urogenital. Estes agentes infecciosos, em associagdo as condigcdes
imunolégicas do hospedeiro e fatores extrinsecos, podem desenvolver doengas que
apresentam resultados clinicos variaveis segundo a viruléncia e patogenicidade do
agente.

A investigacdo laboratorial de doengas bacterianas ¢ necessaria para identificar o
agente etioldgico e determinar a suscetibilidade aos antimicrobianos a fim de selecionar o
farmaco ideal. As dificuldades para o estabelecimento do diagndstico correto de um
processo infeccioso e a utilizacdo inadequada de antibidticos contribuem para o
surgimento de cepas resistentes.

Alternativas terapéuticas eficazes e que minimizem o impacto da resisténcia aos
antimicrobianos estdo relacionadas a compreensao dos agentes etioldgicos prevalentes e
dos processos infecciosos por eles desencadeados nos diferentes sitios em animais de
companhia.

2.1.1. Otite externa

A otite externa ¢ considerada a causa mais comum de doenca do conduto auditivo
de caes, representando de 8 a 15% dos casos atendidos na clinica veterinaria no Brasil
(LEITE, 2000) e 76,7% das otopatias correspondem a forma crénica da doenga
(FARIAS, 2002). As alteracdes patoldgicas sdo caracterizadas por inflamagdo aguda ou
cronica do epitélio do meato auditivo externo, eritema, aumento das secregdes e
descamagdes do epitélio, associado a diferentes graus de dor e prurido.

A otite externa ¢ multifatorial e fatores como ectoparasitoses, doencas alérgicas,
problemas dermatologicos e desordens enddcrinas sdo predisponentes ao estabelecimento
do processo infeccioso. As infec¢cdes mistas ocorrem em aproximadamente 30% dos
casos e 0s microrganismos mais frequentemente isolados sdo Staphylococcus aureus, S.
intermedius, Malassezia pachydermatis, Proteus spp., Klebsiella spp. e Pseudomonas
spp., entre outros (OLIVEIRA et al., 2006). Nas infec¢des cronicas, sdo relatados
Streptococcus spp. B-hemoliticos, Escherichia coli e Bacillus spp. (SILVA, 2001).

A selegdo de medicamentos otoldgicos especificos tem como base o agente
etiologico, o estado do timpano e a resposta organica ao processo nosoldgico. Os
principais antimicrobianos recomendados para o tratamento dessa doenca incluem
aminoglicosideos, fluoroquinolonas, p-lactdmicos, cloranfenicol, polimixina B e
tetraciclinas (OLIVEIRA et al., 2005).

2.1.2. Infeccoes de pele

Dentre as doencas que comumente acometem os pequenos animais as infecc¢oes
de pele representam um percentual significativo do atendimento clinico veterinario e em
muitos casos sdo causadas por microrganismos naturalmente presentes na pele. A
microbiota normal da pele de animais ¢ constituida por bactérias residentes, transitorias e
fungos. Em cles, as bactérias residentes mais isoladas sdo: Micrococcus spp.,
Staphylococcus intermedius, S. epidermidis, Streptococcus a-hemolitico ¢
Propionibacterium acnes. Os microrganismos transitorios do c@o incluem
Corynebacterium spp., E. coli, Bacillus spp., Pseudomonas spp. e Proteus mirabilis,
enquanto que na espécie felina as espécies prevalentes sao: Streptococcus B-hemoliticos,



E. coli, P. mirabilis, Pseudomonas spp., Bacillus spp., Staphylococcus spp. coagulase
positivos e negativos (SCOTT et al., 2001).

A patogénese das infecgdes bacterianas da pele requer aderéncia e consequente
colonizagdo. O patdégeno prevalente é o S. intermedius, que por ser da microbiota
residente da pele, apresenta maior facilidade de multiplicagdo quando ocorre perda da
continuidade dos tecidos ou desequilibrio da microbiota normal provocado por outras
bactérias ou fungos. Pellerin e colaboradores (1998) afirmaram que S. intermedius cria
um microclima favordvel a proliferacio de agentes bacterianos secundarios Gram-
negativos, além de propiciar o crescimento de leveduras do género Malassezia.

A escolha do antibidtico ¢ frequentemente empirica, sendo eleitos antibidticos de
amplo espectro sem prévia identificagdo do agente envolvido. As vezes, o profissional
recorre a citologia como auxilio diagnostico, e S. intermedius ¢ implicado como agente
quando ocorre a evidenciagdo de cocos Gram-positivos. Cultura e testes de sensibilidade
devem sempre ser realizados para obtengdo de um diagndstico conclusivo e para
deteccdo de casos de infecgdes mistas, evitando a ineficacia do tratamento e recidivas
(SCOTT et al., 2001). Aspectos como seguranga, via de administragdo, frequéncia da
dose, habilidade de penetra¢dao nos tecidos, capacidade de atingir altas concentragdes ¢

efeitos colaterais, devem ser considerados devido a extensdo do tratamento (SCOTT et
al., 2001).

2.1.3. Infeccoes do trato urinario

Infec¢des do Trato Urinario (UTI) em caes s@o geralmente associadas a vesicula
urinaria, podendo em alguns casos, envolver os rins. Correspondem a uma estimativa de
10% dos pacientes caninos dos atendimentos clinicos veterinarios e, alguns estudos
concluiram que as fémeas e idosos sdo potenciais grupos de risco para essa doenca. O
diagnoéstico dessa enfermidade ¢ baseado nos achados clinicos e urindlise, porém a
cultura da urina ¢ requerida para o diagnostico definitivo da UTI (CETIN et al., 2003).
Diversos microrganismos estdo associados a etiologia dessa doenga em cades e as
principais bactérias envolvidas sdo: E. coli, Proteus spp., Pseudomonas spp.,
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp.. Infecgdes causadas por uma Unica espécie
bacteriana sdo mais prevalentes que infecgdes mistas (KOGIKA et al., 1995).

Em contraste do que ocorre em caes, os resultados de diferentes ensaios clinicos e
laboratoriais indicam que os felinos sdo mais resistentes as infecgdes bacterianas das vias
urindrias. A baixa frequéncia da infec¢do urindria bacteriana em gatos pode estar
relacionada a mecanismos locais de defesa, como a capacidade dos felinos de produzir
uma urina altamente concentrada e ao consumo de dietas ricas em proteinas, que
proporciona a formagdo de urina naturalmente acida e altamente concentrada em uréia.
As bactérias mais comumente isoladas na urina de felinos com cistite sdo: E. coli,
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Proteus spp., Klebsiella spp. ¢ Pseudomonas
spp. (RECHER JUNIOR, 2005).

Os principais antibidticos utilizados no tratamento dessa infec¢do sdo:
amoxicilina associada a 4cido clavulanico, ampicilina associada a sulbactam,
gentamicina, enrofloxacina, orbifloxacina, nitrofurantoina, oxitetraciclina, cefalotina,
danofloxacina e sulfametoxazol-trimetoprim (CETIN et al., 2003, RECHER JUNIOR,
2005).

2.1.4. Infec¢oes uterinas

Em cadelas, a piometra resulta da infec¢do do endométrio que sofreu hiperplasia
cistica causada por uma prolongada estimulagdo progesteronica. Esse processo
patologico também denominado de Complexo Hiperplasia-Cistica-Endometrial apresenta
alta incidéncia em cadelas e ¢ reconhecida como uma das causas mais comuns de



enfermidade e morte desta espécie animal. Pode ser complicada por infecgdes
bacterianas, devido a capacidade da microbiota vaginal de ascender até o ttero durante o
estro e causar infecgdes oportunistas. As infec¢des bacterianas ndo sao a causa
desencadeante da piometra canina, mas sdo responsaveis pela maioria dos casos de
morbidade e mortalidade associados a essa doenga (FRANSSON; RAGLE, 2003;
OLIVEIRA et al., 2008).

Dentre as espécies bacterianas, Escherichia coli é o agente etiologico
frequentemente relatado devido sua habilidade de aderéncia a sitios antigénicos
especificos no endométrio e miométrio quando estimulados por progesterona (COGGAN
et al., 2004; SIQUEIRA et al., 2008). Streptococcus spp. hemoliticos, Staphylococcus
spp. coagulase negativos ¢ positivos, Klebsiella spp., Pasteurella spp., Pseudomonas
spp., Proteus spp., Moraxella spp. fazem parte da microbiota uterina de animais
saudaveis, mas também apresentam potencial patogénico reconhecido, podendo estar
presentes em infeccdes mono ou polimicrobianas (JOHNSTON, et al., 2001;
FRANSSON; RAGLE, 2003).

Em muitos casos o tratamento ¢ baseado na intervengdo cirirgica
(panhisterectomia) como forma de prevencdo da doencga recidivante. Porém alternativas
como a prescricdo de hormdnios, principalmente prostaglandina e antimicrobianos de
amplo-espectro por tempo prolongado também sdao recomendados (FRANSSON;
RAGLE, 2003).

2.1.5. Infecc¢oes bacterianas do trato respiratorio inferior

A pneumonia bacteriana ¢ resultado de uma combinagdo de diversos fatores como
alteracdes e falhas nos mecanismos de defesa do trato respiratorio inferior tais como,
broncoconstricgdo, movimentos ciliares, produ¢ao de muco, fagocitose por macrofagos e
doencas imunossupressoras que podem predispor as injurias causadas pela exposi¢do
natural a bactérias potencialmente patogénicas.

As infecgdes do trato respiratorio inferior sdo comumente causadas pela aspirag@o
de bactérias oportunistas provenientes da orofaringe ou pela invasdo de bactérias
presentes no ambiente. Espécies de Streptococcus, Staphylococcus, Pasteurella,
Klebsiella e E. coli sdo as mais encontradas, sendo a Bordetella bronchiseptica o
patogeno primario seguidos dos géneros Mycoplasma, Chlamydia e alguns fungos
(HIRSH; ZEE, 2003).

As principais alternativas de tratamento para infec¢des do trato respiratorio de
cdes e gatos sdo: amoxicilina mais dacido clavulanico, cefotaxima, cefalexina
sulfonamidas mais trimetropim, cloranfenicol, fluoroquinolonas, tetraciclinas,
macrolideos e lincosamidas (GUARDABASSI et al., 2004).

2.1.6. Infec¢des da cavidade oral

A doenga periodontal ¢ uma das causas mais comuns de doenca da cavidade oral
de cdes e pode afetar tanto a satide quanto a qualidade de vida do animal. As lesdes
periodontais sdo caracterizadas por uma condi¢do inflamatdria progressiva que acomete o
tecido de suporte do dente, tecido gengival, cemento, ligamento periodontal e o osso
alveolar (GIOSO, 1993; HARVEY; EMILY, 1993). A doenca periodontal tem como
principais causas a presenga da placa bacteriana na regido do sulco gengival onde os
microrganismos presentes podem liberar substincias que lesam a sua integridade,
constituindo um fator extrinseco relacionado as etiologias da inflamagdo gengival e
doenca periodontal (GIOSO, 1993).

Inicialmente bactérias Gram-positivas aerobicas, tais como, Actinomyces e
Streptoccocus ssp. liberam substancias aderentes que formam a placa. Em poucos dias, o
acumulo de restos alimentares e de mais bactérias, reduz a concentragdo de oxigénio,



favorecendo a proliferacdo de anaerébios na regido subgengival. As endotoxinas
liberadas por estes causam destruicdo do tecido e perdas Osseas. As principais bactérias
anaerdbicas envolvidas na periodontite de cdes sdo bactérias produtoras de pigmento
negro (DOMINGUES et al., 1999).

O tratamento dessa doenga ¢ realizado através de retirada cirargica do calculo
dentario e antibioticoterapia no pré e poOs-cirtirgico com penicilina G, amoxicilina,
amoxicilina associada ao acido clavulanico, espiramicina, clindamicina ou metronidazol
(WATSON; ROSIN, 2000).

2.1.7. Infec¢des da conjuntiva ocular

A conjuntiva ¢ a membrana mais exposta do organismo ¢ mantém relagdo direta
com o meio externo (SLATER, 1990). A microbiota normal da superficie ocular interfere
na invasdo de microrganismos através da competi¢do por nutrientes, além de secretar
substancias com propriedades antimicrobianas (ANDRADE et al., 2002). A destrui¢do
desta microbiota por uso prolongado de antimicrobianos topicos pode resultar em
crescimento excessivo de bactérias, leveduras ou fungos que podem tornar-se
patogénicos. Andrade e colaboradores (2002) investigaram a microbiota conjuntival de
gatos sadios e as bactérias de maior ocorréncia foram Staphylococcus aureus,
Streptococcus B-hemoliticos e o fungo Penicillium sp..

Os caes sao, por natureza, mais vulneraveis a injarias externas da estrutura ocular
que pode favorecer a aderéncia e colonizacdo de bactérias ou fungos (MOORE, et al.,
1988). Segundo Slater (1990) a conjuntivite bacteriana primaria em caes estd comumente
associada a Moraxella spp. e a outros microrganismos freqiientemente isolados a partir
de caes com mucosa normal, tais como, S. aureus, S. epidermidis, Streptococcus spp.. A
conduta terapéutica inclui corticoterapia local e sistémica, uso local de sulfato de
atropina, antiinflamatérios e antibioticoterapia. Os principais antimicrobianos prescritos
para o tratamento de infeccdes causadas por cocos Gram-positivos sdo neomicina,
bacitracina, penicilina, eritromicina, gentamicina, enrofloxacina e cefalosporinas. No
caso de infecgdes causadas por bastonetes Gram-negativos sao utilizados a polimixina B,
gentamicina, tobramicina, cloranfenicol, tetraciclinas e cefalosporinas (SLATER, 1990).

2.2. Staphylococcus spp. e processos infecciosos de animais de companhia

E possivel observar que o género Staphylococcus ocupa um papel destacado na
etiologia dos processos infecciosos abordados anteriormente. Estas bactérias sdo cocos
Gram-positivos da familia Micrococaceae, e fazem parte da microbiota saprofita da
pele, da mucosa oral e nasal de humanos e animais, além de estarem amplamente
distribuidas no ambiente. Além de seu reconhecido potencial de patogenicidade que
favorece sua atuagdo como agente etioldgico das infec¢des humanas e animais, 0s
estafilococos também apresentam notoéria habilidade em disseminar informagdes
genéticas de resisténcia antimicrobiana entre bactérias de mesma espécie ou espécies
diferentes. Ito e colaboradores (2001) relataram que a transferéncia horizontal do gene
mecA resultou na disseminagdo mundial de clones de Staphylococcus spp oxacilina e
multidroga-resistentes. Este fato ¢ explicado pela insercdo deste gene em um elemento
genético movel, denominado cassete estafilococico cromossomico mec (SCCmec-
“staphylococcal cassete chromossome”), que carreia outros elementos genéticos
codificadores da resisténcia as outras classes de antimicrobianos. A hipdtese de que a
presenca do gene MeCA contribua para a expressdo de resisténcia a outras classes de
antimicrobianos, como por exemplo, os macrolideos, ¢ corroborada com estudos que
apontam para o desenvolvimento de resisténcia a azitromicina na maioria das cepas de



Staphylococcus spp. oxacilina-resistentes provenientes de infecgdes humanas
(TRAMPER-STRANDERS et al., 2007). A azitromicina ¢ reconhecida por apresentar
vantagens microbioldgicas e bioquimicas que estimulam os médicos veterinarios a
prescrever este farmaco como alternativa eletiva ao tratamento de diferentes processos
infecciosos na clinica de pequenos animais. Embora as vantagens em sua administra¢ao
e eficicia terapéutica sejam reconhecidas, sua utilizagdo indiscriminada, sem um
monitoramento microbiologico, pode acarretar aumento da pressdo seletiva na
populacdo bacteriana, e induzir a expressdo dos mecanismos de resisténcia.

2.3. Resisténcia antimicrobiana x Condutas terapéuticas em Medicina Veterinaria

O diagnostico terapéutico ¢ uma conduta amplamente exercida na clinica
veterindria. Essa pratica estd associada a prescrigdo de antimicrobianos de amplo
espectro como primeira alternativa de tratamento em detrimento de farmacos de
primeira linha, como penicilinas e sulfonamidas. As companhias farmacéuticas podem
ter certa participagdo nesse quadro devido a pressdo do mercado para a prescricao de
novos antimicrobianos para o tratamento de casos onde firmacos antigos sdo ainda
efetivos. Entretanto, possiveis falhas no tratamento dos antimicrobianos de primeira
linha desencorajam os proprietarios de animais de companhia a pagar por consultas
veterindrias e antibidticos adicionais (PRESCOTT et al., 2002). O uso indiscriminado
de antibidticos na clinica veterindria, sem realizagdo de testes de sensibilidade que
possibilitem a utilizagdo do farmaco ideal, entre outros fatores, contribui para o
aumento do espectro de microrganismos resistentes a agentes antimicrobianos, bem
como para as falhas terapéuticas.

As classes de antimicrobianos mais utilizadas sd3o penicilinas, cefalosporinas,
macrolideos, lincosamidas, tetraciclinas, cloranfenicol, sulfonamidas, aminoglicosideos e
fluoroquinolonas, geralmente indicados por terapia continua por longos periodos. Uma
vez que estes antimicrobianos s3o também alternativas terapéuticas para infecgdes
humanas, estudos indicam a possivel associagdo entre o uso indicriminado de
antimicrobiano, a emergéncia da resisténcia em animais e a possivel transferéncia de
microrganismos resistentes para humanos. O Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2005) tem orientado pesquisadores na padronizacdo da avaliagcdo do perfil de
resisténcia a antimicrobianos assim como na avaligdo de possiveis mecanismos de
resisténcia cruzada. Além disso, diversos programas de vigilancia tém sido
desenvolvidos mundialmente para promover o controle da resisténcia antimicrobiana e
detectar a emergéncia de novos mecanismos de resisténcia (KARLOWSKY; SAHM,
2002).

2.3.1. Animais de Companhia x Disseminacio da Resisténcia Antimicrobiana

A domesticacdo dos primeiros cdes e gatos apresenta relatos pré-historicos
(SERPELL, 1995; HOFFMAN, 1997), desde entdo, esses animais distribuiram-se em
todos os continentes (WANDELLER et al.,, 1993). O convivio com animais de
companhia, como cdes e gatos, tem sido associado a beneficios fisicos e emocionais,
especialmente para criangas, idosos, individuos socialmente isolados e deficientes fisicos
e mentais. Entretanto, a relagdo entre homem e animais de companhia, que dividem o
mesmo nicho, tem motivado diversos pesquisadores a investigarem a extensdo dessa
associacdo e determinar a importidncia dos animais de companhia na transmissdo de
doengas zoonodticas e como reservatorios potenciais de bactérias resistentes a diversos
antimicrobianos (SNARY et al., 2004).



Bactérias resistentes podem ser adquiridas por humanos pela transferéncia
pessoa-pessoa, exposicdo ao meio ambiente, exposicdo direta aos animais e via
alimentos. Animais domésticos podem atuar como reservatorios de espécies bacterianas
e/ou genes de resisténcia, tais como, Staphylococcus aureus meticilina-resistente
(MRSA), Enterococcus spp. vancomicina-resistentes (VRE) ¢ Salmonella Typhimurium
DT104 (GUARDABASSI et al., 2004). Uma pequena quantidade de células bacterianas ¢
suficiente para que a resisténcia antimicrobiana seja transferida de um hospedeiro para
outro. Teoricamente, uma Unica célula bacteriana pode transmitir genes de resisténcia
para a microbiota do hospedeiro. Teoricamente, uma unica célula bacteriana pode
transmitir genes de resisténcia para a microbiota do hospedeiro. Além disso, a facilidade
das células bacterianas em disseminar informagdes genéticas, permite intercambio das
bactérias da mesma espécie ou espécies diferentes, bem como de hospedeiros diversos
(AARESTRUP, 2001).

2.4. Azitromicina

Pesquisas farmacologicas tém sido desenvolvidas no sentido da descoberta de
novas moléculas antibioticas capazes de enfrentar eficazmente os multiplos e complexos
problemas ligados a antibioticoterapia. Um antibidtico que se destina a extensa
utilizagdo clinica deve ter um amplo espectro de acdo e capacidade de transpor os
mecanismos de resisténcia bacteriana.

A azitromicina, um antibidtico da classe dos macrolideos, representa o que mais
se aproxima das exigéncias da antibioticoterapia moderna, porque pode ser administrada
pela via oral e parenteral, ndo desencadeando fendmenos alérgicos. Os macrolideos
possuem mecanismo de agdo bacteriostatico que consiste na inibicao da sintese protéica
bacteriana através da sua ligacao a subunidade ribossomica 23S (NEU et al., 1991).

Apbs sua ampla utilizagdo na medicina humana, a azitromicina estd disponivel
atualmente para a clinica veterinaria como alternativa de tratamento em processos
infecciosos que acometem diferentes sitios organicos de cdes e gatos. Sua atividade
antimicrobiana ¢ similar a eritromicina, porém com reduzido efeito colateral em nivel
gastrintestinal e maior resisténcia a hidrdlise acida gastrica (GIRARD et al., 1990).
Pode ser administrada em esquema de dose Unica didria e ciclos curtos, favorecendo a
terap€utica veterinaria. Esse fdrmaco ¢ prescrito para o tratamento de infecgdes
respiratorias, otorrinolaringologicas, dermatoldgicas, urogenitais, digestivas e
osteoarticulares que acometem cdes e gatos. A dose recomendada ¢ de 10 a 30
mg/Kg/PV/dia de 3 a 5 dias dependendo do quadro clinico do animal, podendo também
ser prescrita para o tratamento da toxoplasmose e erlichiose durante 7 dias consecutivos
de administragdo (VIANA, 2003).

Desde seu langamento no mercado farmacologico “pet” do Brasil, a azitromicina
tem sido utilizada em larga escala na clinica veterinaria de pequenos animais. No
entanto, ndo existem relatos a respeito do perfil de suscetibilidade dos isolados
bacterianos de origem animal. A literatura aponta que o aumento da pressao seletiva na
populagdo bacteriana, estabelecido pelo uso indiscriminado de antibioticos pode induzir
alguns mecanismos de resisténcia (PRESCOTT et al., 2002). Portanto, é possivel que a
crescente utilizagdo da azitromicina, que apresenta a vantagem de ser prescrita em
esquema de dose didria Unica, favoreca casos de resisténcia em bactérias associadas a
infecgdes em animais de companhia.



2.4.1 Aspectos farmacoldgicos e microbiologicos

Dentre os macrolideos, a azitromicina (CssH72N2O12) € quimicamente
classificada como azalideo, devido a inser¢ado de um atomo de nitrogénio no anel
lactonico de sua molécula (Figura 1). Esta reorganizagdo estrutural confere
caracteristicas farmacocinéticas e microbiologicas inovadoras, permitindo sua
penetragdo através da parede das bactérias Gram-negativas ampliando seu espectro de
acdo. A molécula de azitromicina apresenta rapida e elevada difusdo tissular e meia-
vida biologica prolongada nos tecidos. Dessa forma, pode concentrar-se no interior de
fagdcitos, que a transportam diretamente para o local da infec¢ao e a liberam em
contato direto com o agente patogénico responsavel pelo processo infeccioso. A
capacidade de difusdo tissular justifica a prescri¢do desse antimicrobiano segundo um
esquema de dosagem baseado na administracdo de dose diéria Unica durante trés dias
consecutivos (GIRARD et al., 1990).
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Figura 1. Estrutura molecular da azitromicina.

Os fatores que determinam o tropismo e a persisténcia da azitromicina nos
tecidos sdo: fraca ligagdo protéica; estrutura quimica dibasica e interagdo sinérgica com
fagocitos (GIRARD et al., 1990). O baixo valor de ligacdo com proteinas plasmaticas,
que geralmente ndo ultrapassa 50%, proporciona uma maior fragdo livre do farmaco
para interacdo com fagocitos. Além disso, possui dois grupos tercidrios aminicos
basicos, que conferem a sua molécula uma caracteristica anfipatica, facilitando sua
passagem através das membranas celulares (GIRARD et al., 1990).

A azitromicina concentra-se eletivamente nos macrofagos, fibroblastos e nos
polimorfonucleares (PMN) atingindo concentragdes intracelulares até cem vezes
superiores as encontradas no nivel extracelular, utilizando esses efetores imunologicos
como vetores no processo de difusdo para os locais intersticiais (SCHENTAG;
BALOW, 1991). Essa caracteristica farmacocinética explica o seu perfil de atividade
contra microrganismos patogénicos intracelulares, podendo permanecer ativa dentro
dos fagdcitos e, além disso, constituir uma importante reserva de antibidtico
diretamente disponivel no local da infecgdo, distribuindo-se prontamente em diversos
sitios organicos, como trato respiratorio, urogenital, oral e pele. A liberagdo da
azitromicina pelos fagocitos pode ser aumentada pela presenga eventual de bactérias ou
de componentes da parede celular bacteriana (RETSEMA et al., 1991).

A azitromicina possui um amplo espectro de acao apresentando atividade contra
bactérias Gram-positivas e uma vasta gama de bactérias Gram-negativas. Dentre as
bactérias Gram-positivas pode-se destacar sua ac¢do contra Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes (estreptococos B-hemoliticos do grupo A), Streptococcus
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pneumoniae, estreptococos o-hemoliticos (grupo viridans), outros estreptococos e
Corynecbacterium spp. (MASKELL et al., 1990). Demonstra resisténcia cruzada contra
cepas Gram-positivas resistentes a eritromicina, incluindo Enterococcus faecalis e a
maioria das cepas de estafilococos oxacilina-resistentes (RETSEMA, 1999). Entre as
bactérias Gram-negativas pertencentes a familia Enterobacteriaceae, Escherichia coli,
Salmonella Enteritidis, Salmonella typhi, Enterobacter spp. apresentam perfil de
suscetibilidade variavel a azitromicina, ja para Klebsiella spp., espécies de Proteus,
Serratia, Morganella ¢ a Pseudomonas aeruginosa sido frequentemente resistentes
(RETSEMA et al., 1987). A azitromicina apresenta notavel atividade in vitro em
relagdo a microrganismos intracelulares, como Chlamydia trachomatis, Mycoplasma
spp. ¢ bactérias anaerobias, como Bacteroides fragilis ¢ Bacteroides spp., Clostridium
perfringens ¢ Fusobacterium necrophorum.

2.4.2. Mecanismos de resisténcia a azitromicina

Os antibidticos macrolideos foram langados hd mais de cinco décadas e desde a
introducao da eritromicina na terapia humana, um grande niimero de moléculas tem
sido desenvolvido para o uso clinico. Durante anos estes antibioticos representaram a
melhor alternativa em substituicdo ao uso das penicilinas e cefalosporinas para o
tratamento das infec¢des relacionadas a bactérias Gram-positivas, principalmente,
Pneumococos e Estreptococos P-hemoliticos. Os antimicrobianos da classe dos
macrolideos sdo assim classificados pelo seu mecanismo de inibi¢do da sintese protéica
bacteriana tendo a¢do sobre a subunidade ribossomica 23S. Outras classes de
antimicrobianos, quimicamente distintos, possuem o mesmo mecanismo de acdo e por
1sso sdao incluidos no grupo denominado MLSg, representado pelos macrolideos,
lincosamidas e streptogramina B (LECLERCQ, 2002).

O aumento da resisténcia aos MLSp tem sido reportado mundialmente em
isolados bacterianos Gram-positivos provenientes de infec¢gdes humanas. Na década de
90 houve a evolucao da classe dos macrolideos marcada pelo desenvolvimento dos
macrolideos semi-sintéticos com melhor atividade farmacocinética e tolerancia.

Estudos relataram que o desenvolvimento mundial da resisténcia a macrolideos
pode ser reduzida a partir da limitacdo do uso destes antibidticos, de acordo com
variacdes para cada pais e espécie bacteriana (SEPPALA et al., 1997; DAGAN et al.,
2001). Entretanto, a crescente utilizagdo de novos macrolideos, como a azitromicina
utilizada em dose diaria tnica, dificulta a ado¢ao desta medida em medicina veterinaria.
Outro importante aspecto ¢ a multiplicidade de mecanismos de resisténcia que inclui
modifica¢do do sitio ativo ribossomal, bombas de efluxo e inativacdo antimicrobiana,
que resultam em uma variedade de fendtipos de resisténcia (LECLERCQ, 2002).

Dentre os mecanismos de resisténcia aos antibidticos macrolideos, a produgdo de
enzimas metiltransferases (ERM) parece ser o mecanismo predominante. Em 1956 logo
apo6s a introdugdo da eritromicina na terapia antimicrobiana, foi detectada a emergéncia
de resisténcia em bactérias do género Staphylococcus spp. (WEISBLUM, 1995). Este
fato tem sido observado desde 1991, quando Neu e colaboradores relataram a
ocorréncia de resisténcia cruzada a azitromicina, em S. aureus ¢ SCN eritromicina ¢
oxacilina-resistentes.

Estudos bioquimicos indicaram que a resisténcia era causada pela metilacdo do
alvo ribossomal dos antibioticos, o qual determina a resisténcia cruzada aos MLSg.
Estas enzimas sdo codificadas pelos genes erm (“erythromycin ribosome methylase")
induzidos na presenca de eritromicina. As proteinas ERM dimetilase possuem um
dominio Unico, chamado de A2058, que estd localizado na regido conservada do
dominio V do ribossoma 23S que atua como sitio de ligagdo dos antibidticos MLSg. A
adi¢do de dois radicais metil a um sitio no rRNA 23S proximo a regido ligante ao
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antibiotico macrolideo, altera a sua conformagdo ¢ reduz a afinidade aos MLSg
(LECLERCQ, 2002).

A expressao da resisténcia MLSp pode ser constitutiva (fenotipo cMLSg),
quando a metiltransferase ¢ produzida continuamente, levando a resisténcia a niveis
elevados, ou de maneira induzida (iIMLSg), na qual a expressao de resisténcia a MLSg
sO6 ocorre na presenga de eritromicina (LIM et al., 2002; D'OLIVEIRA et al., 2003).
Diversos autores tém utilizado a técnica de antibiograma baseada no teste de disco
aproximacdo que avalia o fendtipo de resisténcia pela proximidade de aplicagdo dos
discos de eritromicina e clindamicina. Neste caso, O fenotipo MLSg ¢ caracterizado
como constitutivo (¢cMLSg) quando isolados resistentes apresentam halos de inibigdo
reduzidos ao redor dos discos ou indutivo (iMLSg) quando halo de inibi¢do ao redor do
disco de clindamicina sofre uma constriccdo de didmetro préximo ao disco de
eritromicina ou azitromicina. Ja no fendtipo M ocorre resisténcia apenas ao macrolideo,
eritromicina ou azitromicina. (HAMILTOM-MILLER; SARAH, 2000, DUARTE et al.,
2004).

O genotipo de resisténcia a macrolideos ¢ investigado pela técnica de PCR que
detecta a presenca de genes do complexo erm, formado por mais de 40 genes (LIM et
al., 2002). Quatro classes de genes erm sdo detectadas em bactérias patogéncias:
erm(A), erm(B), erm(C), e erm(F) (ROBERTS et al., 1999). Os genes erm(A) e erm(C)
sdo tipicamente detectados em diferentes espécies de Staphylococcus, enquanto erm(B)
¢ disseminado em Streptococcus spp. ¢ erm(F) em Bacteroides spp. e outras bactérias
anaerobias (LIM et al., 2002). No caso da resisténcia induzida, a bactéria produz um
mRNA inativo incapaz de codificar a ERM metiltransferase, que na presenga do indutor
macrolideo se torna ativo. O contrario ocorre na resisténcia constitutiva, na qual a ERM
metiltransferase ativa ¢ produzida na auséncia do indutor. A indugdo ocorre apos a
transcrigdo dos genes erm(A) e erm(C) em Staphylococcus spp. ¢ provavelmente no
determinante erm(B) de outras espécies. A presenca do indutor leva a rearranjos
estruturais no mRNA que permite a traducdo das sequéncias das enzimas de metilagao
(WEISBLUM, 1995).

Os genes erm(A) sdo amplamente disseminados em cepas MRSA adquiridas
pela incorporagdo do transposon Tn554, enquanto erm(C) incriminado na resisténcia a
eritromicina ¢ adquirido via plasmideos (LIM et al., 2002). O’Brien e colaboradores
(2005) reportaram o sequenciamento completo do plasmideo pWBG738 codificado pelo
gene erm(C), a partir de um paciente australiano infectado por MRSA. Este plasmideo
apresentou 99% de homologia com o plasmideo pT48 detectado em um paciente da
Flérida-USA infectado por Staphylococcus aureus. Delegdes em regides especificas no
gene erm(C) que controlam o pWBG738 foram incriminadas na ocorréncia do fenotipo
constitutivo de resisténcia aos MLSp (O’BRIEN et al., 2005).

Outro mecanismo de resisténcia a macrolideos esta representado pelas bombas
de efluxo codificadas pelos genes mef. Os genes da classe mef estdo presentes em
diversas espécies de bactérias gram-positivas, como Streptococcus pyogenes, S.
pneumoniae, Enterococcus spp., Corynebacterium spp., Micrococcus spp. e
Staphylococcus spp.. Nestas bactérias a aquisi¢do da resisténcia a macrolideos por
bomba de efluxo ¢ causada por duas classes de bombas transportadoras, sistema ABC
(“ATP-binding-cassette”) e transportadores MFS (“Major Facilitator Superfamily”). O
sistema de transporte ABC parece ser o Unico sistema de bomba de efluxo que confere
resisténcia a macrolideos em espécies de Staphylococcus. Este gene foi adquirido a
partir do plasmideo que contém genes mSr(A) que codifica o desenvolvimento de
componentes transmenbrana com atividade transportadora reduzida especificamente
relacionada aos antibidticos macrolideos e estreptograminas B (LECLERCQ, 2002;
LIM et al., 2002).
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Estudos relatam a possibilidade de resisténcia cruzada entre oxacilina e
azitromicina em isolados de Staphylococcus spp., como sendo outro importante
mecanismo de resisténcia a macrolideos (MASKEL et al., 1990; NEU, 1991; PETERS
et al., 1992). Neu (1991) observou que a CIMsy/oy calculada de azitromicina para
isolados de S. aureus suscetiveis a oxacilina foi de 0,5 ¢ 1,0 ug/mL, porém os valores
aumentaram consideravelmente em relacdo aos isolados de S. aureus resistentes
(CIM5()/9() >128 ug/mL)

O perfil de atividade da azitromicina tem sido avaliado desde o seu langamento
no mercado farmacéutico por diversos estudos que ja apontaram para a emergéncia de
resisténcia, frequentemente associada com alteragcdes no padrdo de produgdao de B-
lactamase e com a presenca de genes que codificam proteinas alteradas (PETERS et al.,
1992; BINGEN et al., 2002; HANSEN et al., 2002; LOW, et al., 2002). De modo
similar, a resisténcia a oxacilina em isolados de Staphylococcus spp. pode estar
associada tanto a hiperproducao de B-lactamase, quanto por um mecanismo diretamente
relacionado a alteracdes da PBP2a, em isolados que possuem o gene MeCA expresso. A
transferéncia horizontal do gene mecA em Staphylococcus spp. resultou na
dissemina¢do mundial de clones oxacilina e multidroga-resistentes. Desse modo ha
interesse em detectar a presenca deste gene como um possivel mecanismo comum de
resisténcia para estes fAirmacos.

O aumento da pressdo seletiva na populagdo bacteriana pode induzir alguns
mecanismos de resisténcia a macrolideos em animais de companhia que podem atuar
como reservatorios de bactérias resistentes e respectivos genes, € assim contribuir com
dissemina¢do da resisténcia antimicrobiana a humanos contactantes. Alguns estudos
em populagdes humanas relataram que mecanismos de transferéncia da resisténcia
bacteriana podem ocorrer. Tramper-Stranders e colaboradores (2007) investigaram
isolados de Staphylococcus aureus provenientes de 65 pacientes com fibrose cistica
(FC) mantidos sob terapia anticrobiana a base de macrolideos e seus respectivos
contactantes domésticos (n= 194 individuos). Os autores reportaram que do total de
isolados investigados, 69,6% dos S. aureus que colonizavam pacientes com FC eram
resistentes a macrolideos ¢ que 9,6% dos isolados resistentes a macrolideos
colonizavam os contactantes domésticos.

Estes relatos apontam para importancia da realiza¢do de estudos que monitorem
o perfil de suscetibilidade antimicrobiana em isolados bacterianos de origem animal
quando novas classes de antibioticos sao introduzidas como principios ativos na pratica
clinica veterindria e representam alternativas comuns ao tratamento de infecc¢des
humanas.

2.5. Resisténcia cruzada entre antibiéticos macrolideos e p-lactimicos em
Staphylococcus spp.

A literatura atual relata o desenvolvimento de resisténcia a azitromicina em
cepas de Staphylococcus spp. oxacilina-resistentes (NEU et al., 1991; SCHMITZ et al.,
2000). Nas décadas mais recentes, a prevaléncia aumentada de Staphylococcus spp.
resistentes a oxacilina tem se tornado uma dificuldade adicional para o controle de
infec¢des causadas por este agente. Os membros pertencentes ao género Staphylococcus
spp. frequentemente estdo associados as infecgdes que acometem tanto humanos quanto
animais. As cepas estafilococicas variam muito no seu potencial de viruléncia e no
aspecto epidemiologico, contribuindo para a ripida disseminagdo de agentes
multidrogas resistentes, o que levanta questdes sobre o futuro da terapia antimicrobiana,
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tornando necessaria a investigagdo desse possivel mecanismo de resisténcia em
Staphylococcus spp. provenientes de espécimes animais.

2.5.1. Staphylococcus spp. resistentes a multiplos antimicrobianos

Durante as ultimas décadas, houve uma grande preocupag¢ao com o aparecimento
de cepas de Staphylococcus resistentes a multiplos antimicrobianos e sua associagdo a
surtos. Quadros infecciosos provocados por Staphylococcus aureus multirresistentes
(MARSA) sdo comuns nos grandes hospitais de todo o mundo, limitando as opg¢des
terapéuticas (LEVY, 1997). Tais estirpes estdo envolvidas na resisténcia aos
antimicrobianos, como tetraciclinas, acido fusidico, macrolideos, sulfonamidas e
lincomicinas. Estudos conduzidos em hospitais veterindrios vém indicando que a
resisténcia a esses agentes antimicrobianos emergiu entre espécies animais € que estes
poderiam apresentar potencial para a transmissdo zoonotica de cepas MARSA.
Strommenger e colaboradores (2005) realizaram uma investiga¢do epidemiologica a
partir da comparagao do perfil genético de cepas de Staphylococcus aureus isolados de
infeccOes de animais de companhia, com MARSA obtidas de complexos clonais
prevalentes em infec¢des humanas hospitalares na Europa Central. Os isolados de S.
aureus de animais apresentaram fendtipo de multiresisténcia e gendtipo de resisténcia
aos antibioticos B-lactamicos (gene mecA) e MLSg (gene ermC). Os autores relataram
que houve homologia genética entre os isolados de MARSA de origem animal e
humana, sugerindo que a transmissao cruzada pode ocorrer.

Entretanto, ¢ necessario ressaltar que animais de companhia sdo considerados
fontes de infec¢gdo de MARSA apdés sua exposicdo a humanos infectados
(GUARDABASSI et al., 2004). Cepas de MARSA podem ser carreadas dos animais
para os seus proprietarios, médicos veterindrios ou outros manipuladores ou
contactantes, principalmente se houver um aumento da suscetibilidade desses
hospedeiros humanos a infeccdo. Moodley e colaboradores (2006) investigaram
geneticamente isolados de MARSA provenientes de 27 caes, nove equinos, seis felinos,
22 médicos veterinarios ¢ de trés superficies ambientais de hospitais veterinarios do
Reino Unido. Os autores relataram que todos os isolados de felinos, 96% dos caninos e
82% dos humanos apresentaram homologia genética e foram proximamente relatados a
clones epidémicos (EMRSA).

Frente a esses dados, pode-se constatar que as infec¢cdes em animais ou a
transmissdo de tais microrganismos representam um perigo potencial para a populagdo
que desenvolve um maior contato com esses animais.

2.5.2. Marcadores genéticos da resisténcia aos antibioticos p-lactamicos

Os antimicrobianos os B-lactdmicos sdao amplamente utilizados no tratamento
das infecg¢des estafilocdcicas em animais de companhia. O sitio de atuagdo desses
antimicrobianos sdo enzimas com funcao de transpeptidases que atuam nas etapas finais
da formacdo da parede celular das bactérias. Estas proteinas, denominadas proteinas
ligantes a penicilina (PBPs) realizam ligacdes cruzadas entre as cadeias de
peptidoglicano pré-formadas garantindo a integridade da parede celular dos
Staphylococcus spp. (MALLORQUI-FERNANDEZ et al., 2004). Os antimicrobianos -
lactamicos ao inibirem estas PBPs, impedem a formagdo da camada de peptidoglicano
da parede celular, o que parece desencadear a morte bacteriana (WEESE et al., 2005).

Diversos mecanismos de resisténcia bacteriana estdo associados & classe de
antimicrobianos B-lactimicos. Dentre estes, a produ¢do ou presenca de uma proteina
alvo modificada de baixa afinidade pelos B-lactamicos, denominada de PBP2a ou
PBP2’ que ¢ mediada pela presenga do gene mecA (MOON et al., 2007). Este gene esta
localizado em um elemento genético movel, denominado “cassete cromossdmico de
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mec estafilococico” (SCCmec), que pode ser transferido via plasmideos, transposons,
elementos genéticos moveis, e se integrarem a ilhas de patogenicidade no genoma
bacteriano. (KATAYAMA et al., 2000). A literatura atual relata a prevaléncia de
diferentes tipos de SCCmec em isolados estafilococicos de origem humana (ITO et al.,
2001; DAUM et al., 2002), mas a prevaléncia deste sistema cromossomico em isolados
provenientes de animais tem sido relatada em trabalhos recentes. Jansen e colaboradores
(2009) investigaram 398 isolados de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina
provenientes de amostras de suinos e relataram a detecc¢do do SCCmec tipo IV e a ndo
deteccao do tipo III.

O SCCmec ¢ composto por diversos elementos genéticos essenciais: o complexo
mec, composto pela ilha de patogenicidade 1S431, os genes mecA e seus reguladores
mecl e mecR1, e o complexo ccr (Cassete Chromossome Recombinases), caracterizado
pela presenca de genes que codificam recombinases. Esses complexos genéticos
possuem terminais invertidos que podem ser reconhecidos pelas recombinases tanto do
complexo ccr quanto pelo gene mec. Com base na classe do complexo dos genes mec e
ccr presentes € em suas combinagdes, os cassetes SCCmec sdo classificados em seis
tipos, I, ILIIL, IV, V e VI (ITO et al., 2004; OLIVEIRA et al., 2006) (Figura 2).
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A expressao do gene mMeCA e consequentemente a producdo de PBP2a, ¢
regulada por proteinas chamadas Mec, e seu sistema gendmico regulatdrio mecR1-mecl
(PETINAKI et al., 2001). Hiramatsu e colaboradores (2001) identificaram o elemento
regulador mecR1-mecl, o qual ¢ um divergon do gene mecA e esté localizado na por¢ao
“upstream” deste gene. O gene mecl codifica para uma proteina repressora € o gene
mecR1 para uma proteina transmembrana sinalizadora induzida por antibidticos f-
lactamicos. A meticilina e a oxacilina, no entanto ndo sdo bons indutores desse sistema
protéico regulatério, o que desencadeia uma inducao baixa da resisténcia a meticilina ou
oxacilina (PETINAKI et al., 2001). Por isso, cepas de Staphylococcus coagulase-
positivos e coagulase-negativos mecA-positivas, ndo expressam resisténcia a oxacilina,
uma vez que a expressao do gene mecA ¢ inibida pelo gene mecl.

As cepas de MRSA sdo resistentes a todos os agentes B-lactdmicos, incluindo o
antimicrobianos de diferentes classes utilizados em ampla escala nos hospitais. Esta
resisténcia se deve ao fato de que o cassete mec porta outros elementos genéticos como
Tn554, pUBI10 e pTI81, que codificam a resisténcia as outras classes de
antimicrobianos causando a multirresisténcia (ITO et al., 2001).

A resisténcia aos antibioticos B-lactamicos pode também estar relacionada a
producdo de enzimas P-lactamases que inativam os antibidticos. A producdo de B-
lactamases em Staphylococcus spp. ¢ mediada pelo complexo genético blaZ, que inclui
um sistema de regulagdo composto pelos genes blaZ, blaR1 e blal (LEWIS; DIKE.,
2005). Estes genes estdo localizados num mesmo transposon, Tn552, que foi
completamente sequenciado e que pode se encontrar inserido no cassete SCCmec
(ROWLAND; DIKE, 1990). O componente repressor da sintese da proteina, blal, esta
localizado em uma regido entre os genes reguladores blaR1 ¢ blaZ. A ligacdo do
antibiotico B-lactdmico ao componente de membrana BlaR1 promove um sinal que ¢
transmitido através da membrana para o citoplasma da célula. Este sinal ¢ responséavel
pela remogdo do componente repressor localizado na regido entre os genes blaRl e blaz,
permitindo assim a transcri¢ao do gene blaZ e consequentemente da enzima B-lactamase
(LEWIS; DIKE, 2005).

Os antibidticos B-lactamicos sdo amplamente utilizados na clinica médica
humana e veterinaria. A resisténcia aos antibidticos p-lactamicos tem sido relatada em
bactérias de origem animal, incluindo as espécies Escherichia coli, Salmonella spp.,
Campylobacter spp., Enterococcus spp. e Staphylococcus spp. provenientes de animais
de produ¢do e animais de companhia, que podem atuar como reservatorios dessa
resisténcia para humanos. Os mecanismos de resisténcia aos P-lactdmicos incluem:
reducdo do transporte até alvo celular (PBPs alteradas, tais como, PBP2a, PBP3 e
PBP4), alteragdo do sitio ativo, bombas de efluxo e inativagdo por B-lactamases (LI;
NIKAIDO, 2004). Diversos tipos de enzimas -lactamases tem sido identificadas em
diferentes espécies bacterianas, dentre estas, os Staphylococcus spp. apresentam a
capacidade de expressar B-lactamases que atuam como mecanismo de resisténcia para
multiplos antimicrobianos. Os genes que codificam para estas enzimas podem coexistir
com outros determinantes para resisténcia antimicrobiana contidos em transposons,
integrons e plasmideos que contribuem para a disseminagao intra e interespecifica (LI et
al., 2007).

Outros autores relataram a atuacdo de alguns genes, denominados genes
auxiliares ou fatores essenciais, tais como o gene fem (factor essential for methicilin
resistance), que auxilia o gene mecA a expressar um alto nivel de resisténcia aos [-
lactdmicos (VANNUFFEL et al., 1995). Foram identificados diferentes tipos de genes
fem, denominados femA, femB, femC, femD, femE ¢ femF (VANNUFFEL et al., 1995).
O gene femA ¢ essencial para a expressao da resisténcia e parece ser uma caracteristica
peculiar de S. aureus, nao sendo encontrado em outras espécies de estafilococos.

16



Esta variedade de marcadores genéticos da resisténcia aos antibioticos [-
lactamicos influencia a expressdo de fenotipos heterogéneos que dificultam a detec¢do
da resisténcia antimicrobiana por técnicas laboratoriais tradicionais. Muitas pesquisas
tém utilizado a técnica da Reacdo em Cadeia de Polimerase (PCR), para deteccdo de
cepas de ORSA através do gene mecA (MURAKAMI et al., 1991; TOKUE et al., 1992).
O método de PCR apresenta alta sensibilidade e especificidade além de ser
independente das condicdes fisicas e quimicas das culturas bacterianas. No entanto, esta
técnica molecular ainda ¢ pouco executada na pratica laboratorial em Medicina
Veterinaria, devido ao seu alto custo, limitando sua aplicagdo a pesquisa cientifica.

O reconhecimento desta heteroresisténcia vem sendo um problema devido as
diferencas de caracteristicas de crescimento de varios microrganismos em uma mesma
populacdo, onde possivelmente uma populagdo heterorresistente contém tanto
organismos suscetiveis que exibem crescimento atipico de Staphylococcus nao-
heterorresistentes, quanto organismos resistentes que crescem mais lentos, ou em
condi¢des distintas de temperatura e concentracao de NaCl (AARESTRUP et al., 2001).

Em consequéncia a esses fatores, trabalhos de pesquisas recentes reportaram a
dificuldade na avaliagdo do perfil de suscetibilidade de Staphyclococcus spp. a
oxacilina. Numerosas técnicas sdao utilizadas na identificagdo de ORSA. O CLSI
(Clinical and Laboratory Standards Institute, 2009), anteriormente NCCLS (National
Committee for Clinical Laboratory Standards), padronizou condi¢des distintas de
temperatura, concentracdo de NaCl e a utilizagdo do teste de difusdo em disco com
cefoxitina, para deteccdo do fenotipo de resisténcia 4 oxacilina. A cefoxitina ¢ uma
cefalosporina de segunda geragdo, que parece apresentar maior eficacia na detec¢do da
presenca do gene mecA, em relagdo ao uso da do disco de oxacilina (DANCER, 2001).
A cefoxitina induz a produgdo de PBP2a e tém provavelmente uma afinidade elevada
para PBP2 estafilocdcica, além de ser resistente a agdo de B-lactamases produzidas por
Staphylococcus spp. (MURAKAMI et al; 1991).

A multiplicidade de fatores associados a resisténcia ao antibidtico f—lactamico,
oxacilina requer uma investigagdo minuciosa que inclua a detec¢do de diferentes
marcadores genéticos de resisténcia para interpretar de forma correta o fendtipo de
heterorresisténcia expresso por determinados isolados de Staphylococcus spp..

2.6. Fatores de viruléncia associados a Staphylococcus spp.

Os Staphylococcus sdo microrganismos patogénicos que elaboram uma série de
estratégias de sobrevivéncia para colonizar determinados sitios do hospedeiro mediante
a aquisi¢do de uma variedade de fatores de viruléncia, que permitem a invasdo das
defesas fagociticas, facilitam sua aderéncia as células epiteliais, colonizam os tecidos e
favorecem sua persisténcia extracelular. Também se sabe que Staphylococcus spp. ¢é
capaz de persistir dentro do hospedeiro evadindo a reposta imune. Este processo deve-se
a internalizacdo das cepas nas células epidérmicas e endoteliais (ALMEIDA et al.,
1996). Assim como ¢ capaz de invadir e induzir a morte de varios tipos celulares
mediante atividade citotoxica (BAYLES et al., 1998; KRUT et al., 2003).

A patogenicidade dos estafilococos ¢ multifatorial, geralmente envolvendo um
grande numero de proteinas extracelulares e outros fatores de viruléncia. Algumas
destas proteinas, incluindo citotoxinas e exoenzimas, sdo secretadas; outras, incluindo a
proteina A e varias adesinas, fixam-se na parede celular. Juntas, estas proteinas
capacitam o microrganismo a escapar das defesas do hospedeiro, aderir as células e
moléculas da matriz intercelular, invadir ou destruir as células do hospedeiro, e a se
propagar dentro dos tecidos. Sua producdo é governada por uma cadeia complexa de
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fungdes regulatérias cuja expressao “in vitro” € temporariamente programada e depende
amplamente, direta ou indiretamente, de sinais ambientais (DINGES et al., 2000).

Diversos estudos a respeito de fatores de viruléncia sdo conduzidos a partir da
deteccdo de genes especificamente associados a espécie Staphylococcus aureus, no
entanto, diversas outras espécies desse género estdo associadas a patologia em animais
de companhia (LILENBAUM et al., 1998). Portanto, o presente estudo investigou o
fendtipo e gendtipo de diversos fatores de viruléncia nas principais espécies de
Staphylococcus isoladas a partir de infecgdes em animais de companhia como forma de
observar o perfil epidemiologico destes isolados e fornecer dados a respeito da
dispersdo de genes de viruléncia na populagdo animal.

2.6.1. Formacio de biofilme (genes icaA e icaD)

A adesdo ¢ primeiro ponto critico na patogenia provocada por microrganismos
patogénicos. A habilidade dos Staphylococcus spp. de se aderirem a superficie do
epitélio tem sido associada a produgdo de biofilmes, composto de multicamadas de
c¢lulas embebidas em uma matriz de mucopolissacarideo. Algumas estirpes produtoras
de biofilmes tém uma significante capacidade de coloniza¢do quando comparadas com
as estirpes nao produtoras e variantes (BASELGA et al., 1993). Os biofilmes formados
por S. aureus isolados de mastite bovina e infecgdes de pele de caes tem sido associados
a reducdo da susceptibilidade a antimicrobianos, fato este atribuido a baixa difusdo de
antimicrobianos na matriz e a baixa atividade metabdlica das bactérias dentro dos
biofilmes (AMORENA et al., 1999).

Os biofilmes sdo agregados de microrganismos embebidos nessa matriz
polimérica e aderidos a uma superficie so6lida, formando uma estrutura porosa e
altamente hidratada contendo exopolissacarideos e pequenos canais, abertos por entre
microcoldnias. Este tipo de organizacdo ¢ extremamente vantajoso a todas as espécies
de microrganismos por fornecer protecdo contra adversidades como desidratagdo,
colonizagao por bacteriéfagos e resisténcia a antimicrobianos (UZCUDUN, 2004).

Os biofilmes sdo também considerados exopolissacarideos, com uma matriz
espessa, conhecida como “slime” rodeados de multicamadas de células sendo que a
producdo dessa matriz estd sobre um controle poligénico (JEFFERSON, 2004). A
composi¢do desta matriz secretada varia entre 0os microrganismos e no caso de S. aureus
¢ formada por poli-N-acetilglicosamina. O locus de adesdo intercelular ¢ denominado
ica e consiste nos genes iCAADB e C responsaveis pela producao do polissacarideo. A
delecdo destes genes resulta na perda da capacidade de formacdo do biofilme
(VASUDEVAN et al., 2003). Entre os genes citados, o icaA e o icaD vém sendo
reportados como os principais responsaveis pela formagdo do biofilme (ARCIOLA et
al., 2001). O gene icaA que codifica a N-acetilglicosaminatransferase, uma enzima
envolvida na sintese de N-acetilglicosamina e, o gene icaD representam um papel
fundamental na expressdo desta enzima, possibilitando a expressdo fenotipica do
polissacarideo (ARCIOLA et al., 2001). O gene icaA que apresenta atividade catalitica
N-acetilglicosaminatranferase quando expresso sozinho tem baixa atividade transferase
mas, quando ¢ co-expresso com o gene icaD apresenta atividade total sintetizando
residuos longos de 10-20 oligdmeros de B-1,6-Nacetilglicosamina (DOBINSKY et al.,
2002; GALDBART et al., 2000; GOTZ, 2002).

Em geral a forma¢do do biofilme envolve distintos estagios, incluindo adesao
inicial ao substrato, adesdo entre as células, proliferacdo, maturagdo e finalmente as
bactérias da matriz se liberam do biofilme para poder colonizar novas superficies,
completando o processo de formagdo do biofilme (OTTO et al., 2004) (Figura 3).
Acredita-se que o sistema “Quorum Sensing” influencia a forma¢do do biofilme em
muitos destes estagios em Staphylococcus spp..
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Figura 3. Desenvolvimento de um biofilme. (a) Colonizagdo primaria; (b) crescimento, divisdo
celular e producdo do exopolissacarideo (“slime”), com o desenvolvimento de microcolonias; (c)
coadesdo de células individuais, originando um biofilme jovem, de multiplas espécies; (d) maturagdo do
biofilme maduro. (Extraido de RICKARD et al., 2003).

A adesdo a superficie ¢ o estagio crucial de transi¢do entre as células livres e as
que formardo a primeira camada do biofilme. Este fendmeno envolve a produgdo de
muitas moléculas de adesdo que sdo capazes de estabelecer uma interacdo fisico-
quimica entre as células e a superficie (VUONG et al., 2000).

A liberagdo destas bactérias € a etapa que menos se conhece. No caso de S.
aureus, ¢ descrito um processo de variagdo de fase produzido pela inversao reversivel
de um elemento de inser¢do (IS256) no interior do operon (icaADBC) responsavel pela
sintese do exopolissacarideo do biofilme. O fendmeno de variagdo de fase foi
primeiramente descrito por Baselga e colaboradores (1993) referindo-se aos S. aureus
isolados de casos de mastite, no qual colonias de S. aureus produtoras de “slime” foram
capazes de apos novo cultivo no Agar Vermelho Congo (CRA) ndo produzirem mais
“slime” e coldnias ndo produtoras se tornaram produtoras. No referido trabalho foram
descritas as diferengas entre estirpes produtoras de “slime” (SP) e ndo produtoras de
“slime” (NSP), que se multiplicaram no Agar Vermelho Congo. Os autores relataram
que apos repetidos sub-cultivos foi possivel converter estirpes ndo produtoras de
“slime” em estirpes produtoras de “slime” e vice-versa. Pesquisas feitas por Conlon e
colaboradores (2004) demonstraram que a variacdo de fase estd sob regulagcdo do locus
icaADBC e ocorre quando esses genes sao inativados ou tem baixa regula¢do na
expressdo génica, sendo que, esta variagdo de fase representa um importante mecanismo
que facilita a saida das células livres dos biofilmes. Essa saida das células dos biofilmes
resultou na ativacdo da expressdo do gene por meio de adesdo, toxinas e rapida
multiplicagdo, e esse estdgio ¢ frequentemente acompanhado por recorréncia da
infecgao.

Os biofilmes podem representar problemas em relagdo ao tratamento das
infeccdes por permitir que microrganismos fiquem protegidos da acdo de
antimicrobianos e da fagocitose pelo sistema imune, o que o torna persistente em
diversos sitios infecciosos, induzindo falhas terapéuticas. Algumas estirpes produtoras
de biofilmes tém uma significante capacidade de coloniza¢do quando comparadas com
as estirpes ndo produtoras e variantes (ARCIOLA et al., 2001). Os biofilmes formados
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por Staphylococcus aureus isolados de infec¢des humanas e animais estdo associados a
reducdo da susceptibilidade a antimicrobianos, fato este atribuido a baixa difusdo de
antimicrobianos na matriz e a baixa atividade metabdlica das bactérias dentro dos
biofilmes.

O conhecimento do envolvimento do “slime” na patogénese das infecgdes
estafilocdcicas inspirou a elaboragdo de investigagdes que detectem o perfil fenotipico e
genotipico desse fator de viruléncia em isolados de Staphylococcus spp. provenientes de
infecgdes de animais de companhia.

2.6.2. Proteina A (gene spaA)

A proteina A apresenta a propriedade de combinar-se ao fragmento Fc da
imunoglobulina G, bloqueando a via alternativa de ativagdo do complemento e da
subsequente opsonizacdo e fagocitose. O complexo proteina A-IgG funciona no
processo de ligagdo e aderéncia dos estafilococos aos tecidos infectados (ALONSO;
DAGGET, 2000).

A proteina A ¢ codificada pelo gene spaA que possui uma regido polimoérfica ou
variavel e uma regido conservada. A regido polimorfica X consiste em um nimero
variavel de sequécias de 24pb repetidas e esta localizada na regido codificante do
extremo C-terminal da parede celular (Figura 4) (KOREEN et al., 2004).

Regido variavel

<-|

S |E|D|A|B|C Xr

L» Regido conservada <J

Figura 4. Diagrama esquematico do gene spaA. S: sequéncia sinal; regides E, D, A, B e C: sitio
de ligacdo de imunoglobulinas; Xr: regido variavel repetida (figura adaptada de COELHO,
2008).

A diversidade da regido parece originar-se a partir de delecdes ou duplicagdes
espontaneas das unidades repetidas, assim como também por mutagdes pontuais. O
dominio da proteina A, codificado pela regido X, funciona de modo a estender a por¢ao
N-terminal da unido a imunoglobulina IgG através da parede celular, evitando assim a
fagocitose e a fixacdo do complemento (KOREEN et al., 2004).

Recentemente o sequenciamento da regido polimodrfica X, ou de pequenas
repeti¢des sequenciais do gene SpaA vem sendo proposto como alternativa as correntes
técnicas existentes para tipificagdo de Staphylococcus aureus (SHOPSIN et al., 2000).
Viarias metodologias podem ser usadas para tipificagdo de isolados MRSA, no entanto a
que apresenta melhor resultado discriminatorio € a técnica de eletroforese por campo
pulsatil (PFGE), considerada técnica “padrdo ouro”. No entanto, a execucdo desta
técnica ¢ muito laboriosa e a interpretacdo de resultados gera controvérsias quanto a
analises inter-laboratoriais. Moodley e colaboradores (2006) avaliaram o poder
discriminatorio da analise de poliformismo do gene SpaA em combinagdo com a técnica
de PFGE quando investigaram a transmissdo de cepas epidémicas de MRSA entre
animais de companhia e veterinarios de um hospital do Reino Unido. Os autores
concluiram que o uso das duas técnicas em combinacdo proveu melhores escores
discriminatorios das cepas de MRSA entre os distintos hospedeiros.
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2.6.3. Producio de coagulase (gene c0a)

A coagulase ¢ um importante fator de viruléncia, pois tem a capacidade de
coagular a fibrina que se deposita ao redor da bactéria oferecendo-lhe protecao
(REINOSO, 2004). No processo de formacdo da fibrina ndo ocorre atividade
proteolitica e ¢ independente de ions de calcio e fosfolipideos, diferente do que ocorre
na formagdo da trombina fisiologica. A fibrina, induzida pela estafilotrombina, ¢ mais
resistente a acao digestiva da plasmina (SHOPSIN et al., 2000).

A estafilocoagulase ¢ produzida por diferentes cepas de estafilococos, distintas
em suas propriedades bioquimicas e na habilidade de coagular o plasma, pelo fato de
existir uma alta afinidade para induzir a coagulagdo do plasma de espécie humana ou
animal da qual se isolou a cepa (DEMO, 1996). No entanto, “in vitro” podem ser
detectados isolados falsos positivos e falsos negativos para producdo de enzima
coagulase. Os falsos negativos estariam associados a clivagem parcial por proteases
(estafiloquinases) e os falsos positivos sdo observados quando a protrombina ¢ ativada
por tripsina ou proteases. A este fendmeno se denomina “pseudocoagulase” (SHOPSIN
et al., 2000).

A andlise da sequéncia nucleotidica do gene coa clonado a partir de trés
diferentes isolados de S. aureus revelou a existéncia de um segmento variavel dentro da
regido 3’ codificante (KAIDA, 1989; PHONIMDAENG, 1990). Esta regido variavel
constituida de sequéncias curtas repetidas (SRRs) em “tandem” de 81pb (Figura 2) ¢
utilizada em diversos estudos epidemioldgicos para subtipar isolados de S. aureus
baseado no niimero de sequéncias repetidas e pela localizacdo de sitios de restri¢do para
endonucleases especificas, permitindo aumentar o poder discriminatorio da técnica
(GOH et al., 1992).

Sitio de ligacdo a protrombina R| RIR| Rl Rl R| R|R

|—> Regido repetida <J

Figura 5. Diagrama esquematico do gene coa. R: unidade de sequéncia repetida de 81pb.
(figura adaptada de COELHO, 2008).

2.6.4. Propriedades hemoliticas (genes hla e hlb)

As hemolisinas sdo agentes citotoxicos cuja a¢do pode auxiliar no poder
invasivo das bactérias. Chapman e colaboradores (1934) demonstraram a atividade
hemolitica dos estafilococos sobre dgar contendo sangue de coelho e correlacionaram a
patogenicidade das cepas.

Alguns tipos de hemolisinas induzem mudangas pré-inflamatorias nas células,
inativam o sistema imune por efeito citotoxico direto, e degradam tecidos (PROJAN;
NOVICK, 1997).

As quatro citolisinas estafilococicas sdo diferentes entre si de acordo com agao
litica sobre os eritrocitos de diferentes espécies, mas as do tipo beta e delta apresentam
uma maior importancia na patogénese das infec¢cdes (DEMO, 1996).

A alfa citolisina ¢ uma proteina cristalizada que possui peso molecular que varia
de 22000 a 39000 dependendo do método de isolamento e purificagdo. Esta citolisina
produz danos aos tecidos posteriormente ao estabelecimento do foco da infec¢do. E
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citotoxica e citolitica para uma variedade de tipos celulares, além de dermonecrotica e
neurotoxica (LINEHAN et al., 2003). Em agar sangue produz uma ampla zona de
completa hemolise ao redor da coldnia.

Esta toxina causa formacdo de poros nas membranas celulares explicando a sua
capacidade de causar lise nos eritrocitos. A sensibilidade dos eritrocitos a lise pela a¢ao
da alfa toxina varia muito, devido a distribui¢do de lipideos e proteinas de membrana,
sendo os mais sensiveis os de coelho, seguidos de ovelhas e bovinos (ROGOLSKY,
1979). Em células humanas o efeito citopatogénico ndo esta associado a hemdlise. O
principal efeito patogénico da alfa-toxina ¢ o dano celular endotelial e a ativacao de
plaquetas, levando ao comprometimento da microcirculagdo. A toxina age também nas
membranas, induzindo a produgdo de eicosandide (prostaglandinas) que resulta em
vasoconstricdo, em aumento de permeabilidade capilar e em edema. Pode também
ativar endonucleases celulares, precipitando a morte da célula. Esta toxina é codificada
pelo gene hla, sendo encontrada principalmente no Staphylococcus aureus,
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus, Staphylococcus lugdunensis
e Staphylococcus warneri (CUNHA, 1998).

A beta toxina ¢ particularmente caracteristica de cepas estafilocécicas, devido ao
fato de que a pele e os tecidos glandulares serem extremamente ricos em esfingomielina
quando comparados a outras areas do corpo. Esta toxina age como uma
esfingomielinase e destr6i membranas celulares ricas em esfingomielina, sendo tdxica
para varios tipos celulares, tais como, hemacias, leucécitos, plaquetas, fibroblastos e
macrofagos. No entanto, seu papel patogénico em infec¢des humanas ¢ desconhecido
(PARK et al., 2004). A expressdo genética desta citolisina pode estar negativamente
controlada por dois tipos de conversdo fagica. Uma ¢ a dupla conversao fagica, na qual
0 microrganismo adquire a habilidade de expressar estafiloquinase e perde a habilidade
de expressar a toxina. E a segunda conversdo, na qual ele perde por lisogenizacdo a
habilidade de produzir a citolisina (LINEHAN et al., 2003).

Esta toxina ¢ codificada pelo gene hlb e ja foi isolada e sequenciada em
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus haemolyticus e
Staphylococcus lugdunensis. Em agar contendo sangue ovino, bovino e humano a beta
citolisina produz uma zona de hemolise incompleta (CUNHA, 1998).

Christie ¢ Graydon (1941) (apud WILLIAMS; HARPER, 2005) relataram que
algumas cepas estafilococicas produziam uma éarea definida de completa hemolise
quando inoculados dentro da zona de efeito beta hemolitico produzido por outros
estafilococos. Este método denominado ensaio sinérgico hemolitico (SHA) ¢ devido a
acdo combinada da beta e delta citolisina que pode ser avaliada em meios de agar
contendo eritrocitos ovinos, bovinos, humanos e equinos. Pelo fato da alfa citolisina nao
ter efeito sobre eritrocitos humanos e equinos, € a beta e gama citolisina apresentar
muito pouco ou nenhum efeito sobre eritrécitos de equinos se deduz que o SHA
observado ¢ devido a delta toxina e deve ser observado principalmente em sangue de
ovino (HEBERT; HANCOCK, 1985).

2.6.5. Sistema regulador de proteinas (gene agr)

A delicada coordenacdo da expressdo dos fatores de viruléncia usualmente
espécie-especificos é crucial para a sobrevivéncia do patégeno e conseqiiente sucesso da
invasdo no hospedeiro (VOJTOV et al., 2002).

Dentre o sistema de regulacdo bacteriana, a comunicagdo existente entre as
células, denominada sistema “Quorum Sensing (QS)” vem adquirindo maior atencdo da
comunidade cientifica com o passar dos anos. Os sinais do sistema QS sdo pequenas
moléculas denominadas autoindutoras (Als), que sdo detectadas em baixas
concentragdes quando a densidade populacional bacteriana também ¢é baixa. Quando as
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células atingem uma determinada densidade populacional e as Als acumulam, devido a
sua grande concentragdo, um sistema regulador ¢ ativado e controla a expressdo de
varios genes, incluindo aqueles associados aos fatores de viruléncia (KONG et al.,
2006).

O sistema QS bem caracterizado em Staphylococcus aureus é denominado agr
que apresenta aproximadamente 3.5kb que € co-transcrito pelo RNAIII, o qual controla
a expressao de genes alvos de forma desconhecida (VUONG et al., 2000) (Figura 6).

d-hemolisina

DNA

e oD D

Regulador de resposta

AgrC Proteina cinase de histidina

AgrD Molécula sinalizadora

AgrB Proteina de processamento e secrecao
RNA III Molécula efetora

Toxina extracelular

Figura 6. Diagrama esquematico do gene regulatorio agr (figura adaptada de COELHO, 2008).

O sistema agr ¢ ativado durante a transi¢do da fase exponencial para a fase
estacionaria da curva de crescimento bacteriano por um mecanismo auto-regulatério. O
RNAIII ¢ uma molécula reguladora do agr que contribui para a ndo expressao de genes
de viruléncia relacionados a componentes estruturais de S. aureus e, a expressdo de
fatores de viruléncia secretaveis durante a fase exponencial. O RNA III codifica os
quatro genes do operon agr, agrBDCA. O agrC e agrA sdo componentes que se
complementam, enquanto que o agrC ¢ o sensor, o agrA ¢ o regulador e agrD e agrB
participam na producdo de um octapeptideo (Als) (VUONG; OTTO, 2002). Nos
estafilococos, estas moléculas autoindutoras apresentam uma estrutura conservada, mas
apresentam diferengas nas seqiiéncias dos aminoécidos.

Analises laboratoriais vém demonstrando que este gene inativa a producdo de
exoproteinas envolvidas nos fatores de viruléncia. Trabalhos confirmam que variagdes
na transcricdo do RNAIII de S. aureus, induzidas pelo locus agr, alteram a expressao de
proteina A e hemolisinas (OTTO et al., 2004; TAKEUCHI et al., 2001).

De acordo com a literatura, a perda do sistema agr reduz a viruléncia de
S.aureus em modelos experimentais. Abdelnour e colaboradores (1993) demonstraram
que o sistema agr em S.aureus ¢ um determinante essencial para a indugdo e progressao
da artrite séptica em camundongos. Em trabalho desenvolvido por Gillaspy e
colaboradores (1995) foi possivel avaliar que mutacdes no sistema agr reduzem a
incidéncia e grau de severidade da osteomielite em coelhos.

Desde a sua identificacdo, o sistema agr vem sendo caracterizado como parte
central do desenvolvimento da patogénese estafilococica, como adesdo e subseqiiente
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infeccdo. A literatura descreve que a auséncia de fungao do sistema agr facilita a adesao
inicial dos estafilococos as superficies, presumidamente devido a expressao positiva de
moléculas de adesdo e negativa de fatores de formacdo do biofilme, que sdo liberados
no final da fase estacionaria (VUONG et al., 2000).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral:

Avaliar os principais agentes bacterianos envolvidos na etiologia de processos
infecciosos de animais de companhia e seu respectivo perfil de suscetibilidade
antimicrobiana. Detectar feno-genotipicamente marcadores de resisténcia a azitromicina
e oxacilina, e os principais fatores de viruléncia expressos em Staphylococcus spp.
provenientes desses casos de infecgao.

3.2. Objetivos especificos:

- Identificar através de provas fenotipicas as espécies bacterianas envolvidas nos
processos infecciosos de animais de companhia;

- Avaliar a suscetibilidade fenotipica dos principais agentes bacterianos
identificados frente aos antimicrobianos de elei¢ao;

- Detectar a resisténcia a azitromicina através de distintos testes fenotipicos em
Staphylococcus spp. e Bastonetes Gram-negativos detectados em infecgdes de animais
de companhia;

- Amplificar os genes de resisténcia a macrolideos ermA, ermB, ermC ¢ mef em
Staphylococcus spp. isolados de infecgdes de animais de companhia;

- Detectar a resisténcia a oxacilina através de distintos testes fenotipicos em
Staphylococcus spp. isolados de infecgdes de animais de companhia;

- Amplificar os genes de resisténcia a oxacilina mecA, mecl, mecR1, genes
reguladores da producdo de P-lactamases, blaZ, blal ¢ blal ¢ o gene femA em
Staphylococcus spp. isolados de infecgdes de animais de companhia;

- Detectar através de provas fenotipicas os fatores de viruléncia: coagulase,
“slime”, hemolisinas e sinergismo hemolitico em todos os isolados de Staphylococcus
Spp-;

- Tragar o perfil da viruléncia através da amplificacdo dos genes de viruléncia
hla e hlb (a e B-hemolisinas, respectivamente), icaA e icaD (“slime”) em todos os
isolados de Staphylococcus spp.;

- Tragar o perfil da viruléncia através da amplificagdo dos genes de viruléncia
spaA (proteina A), coa (coagulase) e agr (controle da producio de exoproteinas) em S.
aureus e em outras espécies de Staphylococcus para verificar sua prevaléncia e peril
epidemilégico.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Origem das amostras

Para alcancar o objetivo proposto, foram obtidos 225 espécimes clinicos
provenientes de 191 cdes e 34 gatos, através do acompanhamento da rotina de
atendimento clinico do Hospital Veterinario de Pequenos Animais da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ), do Departamento de Clinica Médica de
Pequenos Animais da Universidade Estacio de Sa. Também foram coletadas amostras
através de visitas periddicas ao canil do Instituto Veterinario Municipal Jorge Waitsman
e da Policia Militar do Estado do Rio de Janeiro (PMERJ). Todas as amostras foram
encaminhadas sob refrigeracdo ao Laboratorio de Bacteriologia Veterinaria situado no
Instituto de Veterinaria da UFRRJ para realizacdo dos procedimentos de identificagdo
bacteriologica e testes de suscetibilidade aos antibioticos de eleicao.

4.2. Coleta das Amostras

4.2.1. Quadros de otite externa canina

Foram obtidos 66 espécimes do conduto auditivo externo de caes otopatas com o
auxilio de “swabs” estéreis. Durante o exame clinico, os animais foram submetidos a
otoscopia para avaliagdo da mucosa auricular e de alteragcdes patologicas como edema,
hiperemia, secrecdo e pesquisa de parasitos. Também foi realizado exame citologico para
observa¢ao das caracteristicas do exsudato auricular tais como, celularidade, presenga de
bactérias, leveduras e parasitos.

4.2.2. Quadros de infeccio de pele

Foram obtidos 42 espécimes de 34 caes e oito gatos com lesdes e secrecdes da
pele com o auxilio de “swabs” estéreis. Durante a anamnese e exame clinico foram
investigados sinais como caracteristica da lesdo (pustular, exsudativa, purulenta,
hemorrégica, crostosa, miiases e outras), localizagdo e distribuicdo das lesdes, areas de
alopécia, presenga de prurido, além de exames citologicos para detec¢do de parasitos,
bactérias e leveduras e observacao de alteracdes do pélo.

4.2.3. Quadros de infeccdo urinaria

Foi obtido o total de 60 espécimes provenientes de 34 de cdes e 26 de gatos
clinicamente suspeitos de infec¢do urindria. Durante a anamnese e exame clinico foram
investigados sinais como poliuria, hematiria, andria, obstrugdo uretral (principalmente
em felinos), dor durante a mic¢@o e outros, além das informacdes a respeito da conduta
terapéutica e antibioticoterapia. A coleta das amostras foi realizada através das técnicas
de cistocentese, sonda uretral, ou a partir da mic¢do espontanea dependendo do estado
clinico do animal e da exigéncia do diagnéstico. As amostras foram enviadas para o
Laboratorio de Patologia Clinica da Universidade Estacio de S& para avaliacdo dos
Elementos Anormais e Sedimentoscopia (EAS), e apds centrifugagdo pequenas aliquotas
do sedimento e sobrenadante foram transferidas para tubos coletores estéreis.

4.2.4. Quadros de infec¢ao uterina em cadelas

Foram obtidos espécimes de oito cadelas que apresentaram lesdes e alteragdes
comportamentais relacionadas ao trato reprodutivo. As principais alteracdes analisadas
durante exame ginecoldgico das fémeas foram: presenca de secrecdo vaginal,
vulvovaginite, alteragdes do ciclo estral, piometra (detectada por ultra-sonografia) dentre
outras. A coleta foi realizada por aspiracdo direta do conteudo uterino durante cinco

26



intervengdes cirurgicas (panhisterectomia) realizadas no Departamento de Cirurgia de
Pequenos Animais da Universidade Estacio de Sa. Os demais espécimes foram coletados
diretamente do sitio infeccioso através de swabs estéreis, fornenecidos pelo atendimento
clinico do Hospital Veterinario de Pequenos Animais da UFFRJ.

4.2.5. Quadros de infec¢io respiratoria

Foram obtidos cinco espécimes de secrecdes nasais de cinco caes coletados
através “swabs” estéreis ou de secre¢des obtidas por aspiragdo bronquiolar. Na maioria
dos casos, os animais apresentaram sinais de tosse, alteracdes nos movimentos
respiratdrios, alteracdes de ausculta pulmonar, secrecdes nasais purulentas, inflamacdo da
faringe e linfadenite.

4.2.6. Quadros de infeccdo da conjuntiva ocular

Foram obtidos 16 espécimes de cdes com alteracdes patoldgicas da mucosa
conjuntival tais como, secregdes purulentas e ulceras de cornea. Os espécimes foram
coletados por “swabs” estéreis durante o exame clinico oftalmologico dos animais.

4.2.7. Quadros de infec¢ao do tecido 6sseo

Foram obtidos quatro espécimes de caes com processos infecciosos 0sseos, que
compreenderam a oesteomielite, fratura femural completa exposta e oesteossarcoma. Os
espécimes foram coletados a partir de “swabs” estéreis durante o exame clinico ¢ a partir
de biopsia.

4.2.8. Quadros de infeccdo da cavidade oral

Foram obtidos 12 espécimes de cdes com alteragcdes patologicas da cavidade oral
que incluiram periodontites, lesdes pustulares e fistulares provocadas por infeccdo dos
dentes pré-molares e molares superiores. Os espécimes foram coletados por “swabs”
estéreis durante a contengao fisica ou quimica dos animais.

4.2.9. Quadros de infeccido do trato gastrintestinal

Foram obtidos 12 espécimes de fezes de cdes que apresentaram processos
diarréicos. Os espécimes foram coletados em potes coletores estéreis durante o exame
clinico dos animais no Hospital Veterinario de Pequenos Animais da UFFRJ e também
encaminhados para realizacdo de exame parasitologico diferencial

4.3. Isolamento Primario e Identificacdo Presuntiva

As amostras clinicas foram inoculadas em &agar sangue (5% de sangue de
carneiro) e em meios seletivos e diferenciais de acordo com o tipo e sitio de coleta. As
placas foram incubadas a 37°C por 24 horas e posteriormente observadas as
caracteristicas morfoldgicas das colonias. As colonias isoladas foram submetidas ao
método de Gram, teste da catalase e hidroxido de potéssio a 3% e processadas de acordo
com os testes de identificagdo especificos para cada grupo bacteriano (KONEMAN et
al., 2008).

4.3.1. Staphylococcus spp.

O isolamento primario foi efetuado em &agar sangue (AS), posteriormente, as
amostras foram repicadas em agar seletivo manitol vermelho de fenol (MVF). Apds a
identificagdo presuntiva das coldnias, estas foram submetidas ao método de Gram, para
confirmacdo das suas caracteristicas morfotintoriais, & prova da catalase e ao teste do
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KOH a 3%, onde a ndo formacao de gel viscoso indicou resultado negativo (KONEMAN
et al., 2008). A prova da coagulase em tubo foi realizada para diferenciacdo entre as
espécies de Staphylococcus. Uma aliquota de 0,1 ml de cada amostra cultivada em caldo
BHI (Infuso de Cérebro e Coragdo), foi adicionada a 0,5 ml de sangue total de carneiro,
acrescido de etileno-diamina-tetra-acetato (EDTA-1%) e incubadas a 37°C por 6 horas a
fim de obter a visualizacdo do codgulo. As amostras coagulase-positivas tiveram sua
identificacdo comprovada através das provas de Voges-Proskauer (VP), fermentagdo da
maltose e redugdo do nitrato (KONEMAN et al., 2008) (Anexo I). As amostras
coagulase-negativas foram submetidas a prova da resisténcia a bacitracina para
diferenciagdo entre Micrococcus spp., sensiveis, e Staphylococcus spp. coagulase-
negativos (SCN), resistentes. Para identificacdo das espécies de SCN foram efetuadas as
seguintes técnicas: fermentacdo de agucares (xilose, sacarose, trealose, frutose, maltose,
lactose e manose), reducao de nitratos e producdo de urease (KONEMAN et al., 2008)
(Anexo II).

4.3.2. Streptococcus spp.

A identificacdo dos isolados de Streptococcus spp. foi efetuada através do
isolamento primario em AS e posterior repique em meio seletivo para Streptococcus spp.
(agar Azida). Apds incubagdo, a 37°C por 24 horas em microaerofilia, utilizando sistema
GASPAK, foram observadas as caracteristicas morfologicas das colonias e o padrdo de
hemolise em AS. As provas de identificagdo realizadas foram: inoculagdo em leite
adicionado de azul de metileno, teste de CAMP e provas de hidrolise de esculina e
hipurato (ANVISA, 2005; KONEMAN et al., 2008).

4.3.3. Enterobactérias

Além do isolamento primario em AS, as amostras também foram repicadas em
meios seletivos como dgar Mac Conkey (MC) e Eosina Azul de Metileno (EMB). Apos a
identificacdo presuntiva das colonias, estas foram submetidas ao método de Gram, teste
da catalase e prova do KOH a 3%, onde a formagdo de gel viscoso indicou resultado
positivo. As seguintes provas de identificacdo foram realizadas: comportamento em agar
triplice agticar-ferro (TSI), motilidade em tubo, produ¢do do Indol, producao de acidos a
partir da glicose, fermentacdo de agucares, redu¢do do nitrato, produ¢do de gelatinase,
produgdo de urease, degradacdo do citrato e do malonato, e outros diferenciais de acordo
com o microorganismo envolvido (KONEMAN et al., 2008).

4.3.4. Bastonetes Gram-negativos nao-fermentadores

O mesmo padrao de isolamento primario, identificagdo presuntiva e testes
fenotipicos realizados para as amostras suspeitas de enterobactérias foram utilizados para
os bastonetes Gram-negativos ndo-fermentadores, diferenciados através da prova de
comportamento em agar TSI, pela ndo fermenta¢do dos aglcares lactose, glicose e
sacarose. Para a identificagdo confirmatoria, as amostras suspeitas foram submetidas as
provas de redu¢do de nitrato, prova da oxidase e teste de fermentacdo e oxidagdo da
glicose a 1% em caldo vermelho de fenol. As amostras suspeitas de Pseudomonas spp.,
ou seja, negativas em todos os testes citados anteriormente, foram repicadas em éagar
Miieller Hinton (MH) para observacdo de pigmento fluorescente (pioverdina) a luz ultra-
violeta caracteristico de Pseudomonas spp. Grupo Fluorescens (KONEMAN et al.,
2008).

4.3.5. Bastonetes Gram-positivos
As bactérias dos géneros Corynebacterium spp. e Listeria spp. foram
identificadas a partir da triagem inicial pela técnica de cloragdo de Gram que permitiu a
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identificacdo de bastonetes Gram-positivos, retos ou ligeiramente curvos com a forma
de clava, que apresentavam arranjos caracteristicos em palicada ou letras chinesas.
Posteriormente os isolados bacterianos foram inoculados em agar MH para obtencao de
colonias puras e a diferenciagdo entre estes géneros bacterianos foi realizada segundo
resultados obtidos a partir das seguintes provas bioquimicas: prova da catalase,
motilidade, indol, H,S, uréia, hidolise da esculina, crescimento em NaCl 6,5%, gelatina
e isolamento em agar sangue para analise do padrao de hemolise.

As bactérias identificadas como sendo do género Bacillus spp. apresentaram
caracteristicas morfotintoriais de bastonetes Gram-positivos esporulados, com formato
de bastonetes grandes, retos, isolados ou em cadeias. A produgdo de esporos em
condi¢des de cultivo em aerobiose e prova de catalase positiva permitiu a caracterizagao
deste género.

4.4. Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos de eleicao

Ap6s identificacdo os isolados foram submetidos ao teste de difusdo em disco
para determinar o perfil de suscetibilidade microbiana. Os isolados foram inoculados em
caldo BHI, durante 24 horas a 37°C e, posteriormente, diluidos a concentracdo de 0,5 da
escala de Mc Farland, equivalente a 1,5 x 10° células/mL, segundo os padrdes
estabelecidos pelo CLSI, 2008. Os isolados foram mantidos sob congelamento em caldo
MH acrescido de 4% de glicerol para posterior realizagdo de outras metodologias.

4.4.1. Antimicrobianos

A escolha dos antimicrobianos (SENSIFAR-CEFAR®) para a realizacio dos
ensaios de difusdo em disco foi realizada segundo as indicacdes terap€uticas para cada
um dos sitios de infec¢do de acordo com os dados disponiveis pela literatura atual. Para o
género Staphylococcus spp. foram testados os seguintes antimicrobianos: ampicilina
(10pg), penicilina G (10UI), oxacilina (1pg), ampicilina + sulbactam (10pg/10pg),
amoxicilina + acido clavulanico (20ug/10ug), cefoxitina (30ug), cefalotina (30ug),
ceftriaxona (30png), azitromicina (15ug), eritromicina (15ug), clindamicina (2pg),
ciprofloxacina (5ug), enrofloxacina (10ug), norfloxacina (10ug), tobramicina (10ug),
gentamicina (10pg), vancomicina (30pg), sulfametoxazol + trimetropim (1,25 g
/23,75ng), linezolida (30ug), tetraciclina (30pg) e imipenem (10ug). Para
Enterobacteriaceac e Pseudomonas spp. foram testados os seguintes antimicrobianos:
ceftriaxona (30ug), cefalotina (30ug), ciprofloxacina (5ug), enrofloxacina (10ug),
norfloxacina (10pg), gentamicina (10pg) e tetraciclina (30pg).

4.4.2. Técnica da Difusido em Disco

Uma aliquota de 0,1 mL da suspensdo bacteriana foi distribuida por toda a
superficie da placa contendo agar MH com o auxilio da al¢a de Drigalski. Os discos
foram depositados sobre a superficie do meio de cultura, ja contendo o inéculo, € apos
incubagio por 24 horas a 37 C os didmetros formados na zona de inibi¢io ao redor dos
discos de antibidtico foram observados e medidos em milimetros de acordo com padrdes
estabelecidos pelo CLSI, 2009. A cepa padriao de Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
foi obtida junto ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade/INCQS/FIOCRUZ e
utilizada como controle do teste.

O anexo III contem os critérios interpretativos adotados para os halos de inibi¢ao
antimicrobiana de bactérias do género Staphylococcus spp. e o Anexo IV para
Enterobacteriaceae e Pseudomonadaceae.
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4.5. Avaliacdo in vitro do Perfil de Atividade da Azitromicina dos isolados
bacterianos provenientes de infecc6es em animais de companhia

4.5.1. Avaliacdo do perfil de suscetibilidade bacteriana a azitromicina
através da técnica de Difusdo em Disco

A avaliagdo da suscetibilidade a azitromicina através da técnica de difusdo em
disco foi realizada em separado, utilizando a metodologia ja preconizada pelo CLSI,
2008. Os discos de azitromicina (SENSIFAR-CEFAR ®) de 15ug foram depositados
sobre a superficie do meio de cultura, ja contendo o indculo, e apds incubagido por 24
horas a 37OC, os diametros formados na zona de inibicdo ao redor dos discos, foram
observados ¢ medidos, em milimetros (CLSI, 2009). Os diametros acima ou iguais a 18
mm indicavam a sensibilidade da amostra ao antibidtico. Cada isolado foi testado
novamente, em intervalo de uma semana, para avaliagdo da reprodutibilidade do teste. A
cepa padrdo de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi utilizada como controle do
teste.

4.5.2. Determinacao da Concentracao Inibitoria Minima (CIM) para
azitromicina através da técnica de Microdiluicio em Caldo

O método da microdiluicdo em caldo permitiu a avaliagdo da menor concentra¢ao
de azitromicina (PFIZER™) capaz de impedir o crescimento bacteriano. Para isso, uma
solugdo estoque de azitromicina (5,12mg/mL) foi diluida em diferentes concentragdes em
caldo MH, que variaram de 1,0ug/mL; 2,0ug/mL; 4,0ng/mL; 8,0ug/mL; 16,0ug/mL;
32,0png/mL; 64,0ng/mL; 128,0pug/mL; 256,0pug/mL; até 512,0ug/mL. As suspensdes
bacterianas crescidas por 24hs a 37°C em caldo BHI, foram diluidas até 10 em caldo
MH, a fim de obter-se uma quantidade final de, aproximadamente, 10°UFC/mL da escala
de Mc Farland. Para cada amostra, a suspensdo bacteriana foi adicionada aos pogos da
microplaca contendo caldo MH e as concentragdes distintas de azitromicina, sendo
posteriormente incubadas a 37°C por 24 horas. O resultado foi obtido através do grau de
turvagdo observado nos tubos. Qualquer indicio de turvagdo foi considerado crescimento
bacteriano, portanto resistente a concentragdo do antibidtico presente no caldo MH.
Logo, o valor da concentragdo do caldo anterior ao primeiro que ndo apresentou
turvagao, foi considerado como sendo a concentragao inibitoéria minima para azitromicina
(CLSI, 2009). O CLSI (2009) estabeleceu valores de CIM > 8,0ug/mL para classificar
isolados de Staphylococcus spp. resistentes, mas ndo recomendou o uso de azitromicina
para Bastonetes Gram-negativos. Portanto, para BGN foi adotado valores de CIM >
8,0ug/mL segundo recomendacdes da literatura (NEU, 1990; DEBIA et al., 1990). As
cepas padrdo de S. aureus sensivel (ATCC 25923) e resistente a oxacilina (ATCC 29213)
foram obtidas junto ao Instituto Nacional de Controle de Qualidade/INCQS/FIOCRUZ e
utilizadas como controle dos testes. Para avaliar uma possivel contaminagdo durante o
preparo da técnica foi utilizado caldo MH com antibidtico sem o indculo.

4.5.3. Determinac¢do da CIM para azitromicina através da técnica de
Diluicio em Agar

O método de diluigdo em 4agar também permite a avaliagdo da menor
concentragdo de azitromicina (PFIZER®™) capaz de impedir o crescimento bacteriano e
utiliza o 4gar MH como substrato para realizagao das dilui¢des. O desenvolvimento desta
técnica se fez através uma concentragdo inicial de 5,12mg/mL de azitromicina que foi
diluida em agar MH as concentragdes de 1,0ug/mL; 2,0ug/mL; 4,0ug/mL; 8,0pug/mL;
16,0png/mL; 32,0ug/mL; 64,0ug/mL; 128,0ng/mL; 256,0pg/mL; até 512,0pug/mL. As
diluicdes foram despejadas em placas de Petri contendo um volume final de 20mL de
agar MH e em cada placa pode ser inoculada até 30 estirpes, utilizando-se ponteiras
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estéreis para cada uma dessas. Apds incubagdao a 37°C por 24hs, o crescimento de
colonias indicou resisténcia a concentragdo e a CIM foi considerada como a primeira
concentragcdo que nao apresentou crescimento (MANN; MARKHMAN, 1998). Isolados
que cresceram em agar MH contendo valores de CIM maior ou igual a 8,0png/mL foram
considerados resistentes (CLSI, 2009). As cepas padrdao de S. aureus sensivel (ATCC
25923) e resistente a oxacilina (ATCC 29213) foram obtidas junto ao Instituto Nacional
de Controle de Qualidade/INCQS/FIOCRUZ e utilizadas como controle dos testes.

4.5.4. Deteccio do fenétipo MLSg em Staphylococcus spp. isolados de
infeccoes de animais de companhia

Para a detecgdo do fenotipo MLSg os isolados de Staphylococcus spp. foram
submetidos ao teste de duplo disco para caracterizacdo dos fenotipos de resisténcia a
macrolideos, sendo o disco de eritromicina (15ug) aplicado a 15mm de distancia ao de
clindamicina (2pg), assim como o de azitromicina (15ug). O fendtipo MLSgy foi
caracterizado como constitutivo (cMLSg) quando isolados resistentes apresentam halos
de inibi¢ao reduzidos ao redor dos discos ou indutivo (iMLSg) quando halo de inibigdo
ao redor do disco de clindamicina sofre uma constri¢cao de didmetro préoximo ao disco de
eritromicina ou azitromicina. Ja no fenotipo M foi caracterizado pela resisténcia apenas a
eritromicina ou azitromicina. A cepa padrdo de Staphylococcus aureus (ATCC 25923)
foi utilizada como controle do teste.

4.6. Avaliacao da Resisténcia Cruzada em Staphylococcus spp. Resistentes a
Oxacilina e Azitromicina isolados de infec¢des em animais de companhia

Para a avaliagdo da resisténcia cruzada em Staphylococcus spp. foi determinado o
perfil fenotipico de resisténcia a azitromicina e oxacilina, e avaliacdo genotipica da
resisténcia a oxacilina, para posteriormente determinar quantos isolados apresentaram
resisténcia aos dois antibioticos. Os métodos mais utilizados para deteccdo da resisténcia
a oxacilina, contam com modificagdes das condigdes de cultura para aumentar a
expressdo da resisténcia. A avaliacdo fenotipica dessa resisténcia foi realizada pelas
técnicas de difusdo em disco, difusdo em disco modificada, microdilui¢do em caldo
(KOHNER et al., 1999) e em agar (MANN; MARKHMAN, 1998). Para a realizacdo dos
testes de suscetibilidade a oxacilina, o antibidtico foi diluido a uma concentragio estoque
de 1,0mg/mL, em agua destilada estéril. As cepas padrdo de S. aureus sensivel (ATCC
25923) e resistente a oxacilina (ATCC 29213) foram obtidas junto ao Instituto Nacional
de Controle de Qualidade/INCQS/FIOCRUZ e utilizadas como controle dos testes.

4.7. Avaliacao fenotipica da resisténcia a oxacilina em Staphylococcus spp.

4.7.1. Teste de difusio em disco simples para deteccdo do perfil de
suscetibilidade a oxacilina e aos antibiéticos p-lactimicos

Para a realizagdo dos testes de suscetibilidade aos B-lactamicos, foi realizado o
teste de difusdo em disco para os antibioticos apresentados no Anexo III. As coldnias
bacterianas crescidas em 4gar sangue foram diluidas até 10° em caldo MH, a fim de
obter-se uma quantidade final de, aproximadamente, 10°UFC/mL. A suspensio
bacteriana (0,1mL) foi distribuida por toda a superficie das placas contendo 4gar MH
(Merck) com o auxilio da alga de Drigalski. Os discos foram depositados sobre a
superficie do meio de cultura, ja contendo o indculo (KOHNER et al., 1999). Apods
incubagdo por 24 horas a 37°C, os diametros formados na zona de inibicdo ao redor do
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deposito dos farmacos, foram observados e medidos, em milimetros (CLSI, 2009). As
cepas padrao de S. aureus sensivel (ATCC 25923) e resistente a oxacilina (ATCC
29213) foram obtidas junto ao Instituto Nacional de Controle de
Qualidade/INCQS/FIOCRUZ e utilizadas como controle dos testes.

4.7.2. Difusao em Disco Modificada

Nesta técnica de difusdo em disco, foi utilizado 4gar MH suplementado com 4%
de NaCl. A suspensao bacteriana (0,1mL) foi distribuida por toda a superficie das placas
contendo meio sélido e apds incubacio por 24 horas a 37 C, os didmetros formados na
zona de inibicdo ao redor do disco de oxacilina, foram observados ¢ medidos em
milimetros. Os didmetros acima de 14 mm indicavam a sensibilidade da amostra ao
antibiotico (KOHNER et al., 1999). As cepas padrao de S. aureus sensivel (ATCC
25923) e resistente a oxacilina (ATCC 29213) foram utilizadas como controle dos testes.

4.7.3. Agar Screen

O desenvolvimento desta técnica se fez através da diluicdo da oxacilina
(1,0mg/mL) a uma concentracdo final de 6ug de antibidtico por mililitro de 4gar MH,
suplementado com 4% de NaCl. As placas de Petri foram divididas em quatro partes
iguais e sobre cada linha foi possivel a inoculacdo de uma suspensao, ou seja, para cada
placa foi possivel a inoculagdo de quatro suspensdes bacterianas distintas, semeadas com
o auxilio da alca de platina. Apds 24 horas de incubagdo a 37°C a resisténcia das cepas
bacterianas ao antibiotico foi avaliada, onde qualquer colonia crescida na superficie do
meio de cultura foi considerada resistente (KOHNER et al., 1999). As cepas padrao de S.
aureus sensivel (ATCC 25923) e resistente a oxacilina (ATCC 29213) foram utilizadas
como controle dos testes.

4.7.4. Determinacio da CIM para oxacilina através da Técnica da
Microdiluicio em Caldo

O método da microdiluicdo em caldo permitiu a avaliagdo da menor concentragio
de oxacilina capaz de impedir o crescimento bacteriano. Para isso, a solucdo estoque de
oxacilina (1,0mg/mL) foi diluida a diferentes concentra¢des que variaram de 0,25ug/mL;
0,5pg/mL; 1,0ng/mL; 2,0png/mL; 4,0ng/mL até 8,0ng/mL em caldo MH suplementado
com 2% de NaCl. As suspensdes bacterianas crescidas por 24hs a 37°C em caldo BHI,
foram diluidas até 10° em caldo MH, a fim de obter-se uma quantidade final de,
aproximadamente, 10°UFC/mL. Para cada amostra, 0,1 mL de suspensdo bacteriana foi
adicionada a 0,9 mL de caldo MH contendo as concentracOes distintas do antibidtico e
incubadas a 37°C por 24 horas. O resultado foi obtido através do grau de turvagdo
observado nos tubos. Qualquer indicio de turvagcdo foi considerado crescimento
bacteriano, portanto resistente a concentragdo da droga presente no caldo MH. Logo, o
valor da concentracdo do caldo anterior ao primeiro que apresentou turvagdo, foi
considerado como sendo a concentragdo inibitdria minima da oxacilina (KOHNER et al.,
1999). As cepas padrdao de S. aureus sensivel (ATCC 25923) e resistente a oxacilina
(ATCC 29213) foram utilizadas como controle dos testes. Isolados que cresceram em
caldos contendo valores de CIM maior ou igual a 4,0ug/mL foram considerados
resistentes.

4.7.5. Determinacio da CIM para oxacilina através da Técnica de Diluicido
em Agar

A determinagdo da CIM para oxacilina pelo método de diluicdo em agar seguiu
os mesmos critérios descritos para a metodologia realizada para avaliagdo da
azitromicina. O desenvolvimento desta técnica se fez através uma concentracao inicial de
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Img/ml de oxacilina que foi diluida em agar MH as concentragdes de 0,25ug/mL;
0,5ug/mL; 1,0png/mL; 2,0ng/mL; 4,0ug/mL até 8,0ug/mL. O resultado foi obtido pela
avaliacdo do crescimento de colonias que indicou resisténcia a concentragao e a CIM foi
considerada como a primeira concentragdo de oxacilina que ndo apresentou crescimento.
Como controle positivo foi utilizado dgar MH sem antibidtico (MANN; MARKHMAN,
1998). Isolados que cresceram em agar contendo valores de CIM maior ou igual a
4,0ug/mL foram considerados resistentes. As cepas padrao de S. aureus sensivel (ATCC
25923) e resistente a oxacilina (ATCC 29213) foram utilizadas como controle dos testes.

4.8. Teste de suscetibilidade a cefoxitina

A suspensdo bacteriana (0,1mL), realizada segundo protocolo apresentado em
item anterior, foi distribuida por toda a superficie das placas contendo agar MH (Merck)
com o auxilio da al¢a de Drigalski. O disco de cefoxitina (30 ng) foi depositado sobre a
superficie do meio de cultura, ja contendo o indculo. Apods incubagdo por 24 horas a
37°C, os didmetros formados na zona de inibi¢do ao redor do depdsito dos farmacos,
foram observados e medidos, em milimetros (KOHNER et al., 1999). Diametro acima
de 21 mm indicou sensibilidade ao antibidtico. As cepas padrao de S. aureus sensivel
(ATCC 25923) e resistente a oxacilina (ATCC 29213) foram utilizadas como controle
dos testes.

4.9. Testes de detec¢io da producio de B-lactamases em Staphylococcus spp.

4.9.1. Teste de fita para deteccdo da producio de p-lactamases

E um teste cromogénico que detecta a capacidade da B-lactamase hidrolisar o
anel B-lactdmico através de uma cefalosporina cromogénica, ocorrendo uma mudanca
de cor quando houver ruptura do anel B-lactamico (REIS et al., 2001). A metodologia
foi realizada segundo as recomendacdes técnicas do fabricante, na qual um fragmento
de cada coldnia foi colocado na superficie da fita e a coloracdo branca indicou prova
positiva e consequente producdo de B-lactamase (Probac do Brasil). A cepa padrio de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi utilizada como controle do teste.

4.9.2. Teste de nitrocefin para deteccio da producio de -lactamases

E um teste cromogénico que detecta a produgdo da p-lactamase, ocorrendo uma
mudan¢a de cor quando houver ruptura do anel [-lactimico. Este método ¢
recomendado pelo CLSI (2009) para confirmagdo de microrganismos portadores de
enzimas fB-lactamase. A metodologia foi realizada segundo as recomendacdes técnicas
do fabricante (Sigma®), na qual fragmentos de vérias colonias isoladas sdo colocados
na superficie de um disco previamente umidecido com dgua destilada e a coloragdo rosa
indicou prova positiva e conseqiiente produgdo de B-lactamase. A cepa padrio de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi utilizada como controle do teste.

4.10. Deteccio Fenotipica dos Fatores de Viruléncia em Staphylococcus spp.
isolados de infec¢des em animais de companhia

4.10.1. Producio de “slime” em microplaca

Os isolados foram semeados em agar AS por 24hs a 37°C e as colonias foram
diluidas até 10 em caldo MH, a fim de obter-se uma quantidade final de,
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aproximadamente, 10°UFC/mL e posteriormente inoculadas em microplacas de 96
pocos contendo caldo tripticase soja (Britania) a 0,24% de glicose, e novamente
incubadas sem agitacao para permitir a sedimentacao. Apos descarte do caldo vertendo-
se a microplaca, os pocos foram lavados com agua destilada e corados com fucsina em
temperatura ambiente. A producdo de “slime” foi observada visualmente como uma
pelicula aderida a parede do fundo (CHRISTENSEN et al., 1985). Os resultados foram
avaliados segundo escala: ausente (-), fraco (+), moderado (++) e forte (+++). A cepa
padrao de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi utilizada como controle do teste.

4.10.2. Producio de “slime” em agar Vermelho Congo

As placas de dgar Vermelho Congo foram preparadas através da adicao de 0,8g
de Vermelho Congo e 36g de sacarose (Sigma) a cada 1L de caldo BHI (Britania).
Todos os isolados foram semeados na superficie do agar e apos 24hs a 37°C a coloragdo
das coldnias foi avaliada. Os isolados que produziram coldnias coradas em preto intenso
foram consideradas produtoras de “slime” enquanto que colonias vermelhas foram
classificadas como ndo produtoras (ARCIOLA et al, 2001). A cepa padrio de
Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi utilizada como controle do teste.

4.10.3. Produciao de Hemolisinas

Os isolados foram inoculados em placas de agar sangue (5% de sangue de
carneiro desfibrinado) e incubados a 37°C durante 24hs. A presenca de zonas de
hemolise parcial, total ou ambas rodeando as colonias indicou o tipo de hemolisina,
neste caso, B-hemolisina, a-hemolisina ou ambas, respectivamente (DEVRIESE, 1984).
Os isolados foram submetidos a refrigerag@o (4°C) por 24h para melhor observagao das
caracteristicas hemoliticas. A cepa padrdo de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi
utilizada como controle do teste.

4.10.4. Sinergismo Hemolitico (SHA)

Os isolados foram semeados através de estrias radiais em AS para avaliagdo da
producdo de halos de hemolise apds 24hs a 37°C.

O SHA foi avaliado através do in6culo de S. aureus produtor de beta hemolisina
em AS e os isolados foram semeados proximos a este. Uma zona de hemolise total
dentro da zona parcial de beta hemolisina foi considerada como SHA positivo (DEMO,
1996). A cepa padrdo de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) foi utilizada como
controle do teste.

4.11. Técnica de Reacio em Cadeia de Polimerase (PCR) para a amplificacdo dos
genes de resisténcia e viruléncia em Staphylococcus spp. isolados de infeccoes em
animais de companhia

Todos os experimentos de amplificacio dos genes foram realizados no
Laboratério de Biologia Molecular situado no Departamento de Parasitologia e
Sanidade Animal do Instituto de Veterinaria, da Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro (UFRRYJ).

4.11.1. Extracao do DNA bacteriano

A parede celular de bactérias Gram positivas ¢ formada por uma espessa camada
de peptidoglicano que dificulta a extracdo do gene bacteriano (PRESCOTT et al., 1996),
fazendo-se necessdria a utilizacdo de enzimas especificas. Porém novos protocolos de
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extracdo vém sendo propostos no intuito de simplificar, otimizar e diminuir os custos da
técnica de PCR.

No presente trabalho foram desenvolvidos os protocolos de extracdo segundo
Pacheco e colaboradores (1997) e Coelho e colaboradores (2007), protocolos que
aplicavam métodos de fervura e proteinases, respectivamente, porém em ambas as
técnicas ndo foram obtidas quantidade e qualidade de DNA adequadas. Portanto foi
realizada a extracdo do DNA segundo protocolo de Senna e colaboradores (2002) onde
cada colonia crescida em agar Tripticaseina de Soja (Merck®) foi repicada em 10 mL
de caldo BHI (Britania®). Apés 12hs a 37°C, uma aliquota de 1,0 mL do caldo
contendo o indculo foi transferida para microtubos que foram centrifugados a 12.000
rpm por 2 min. Apoés trés lavagens com tampao TE (10mM Tris-HCl e I1mM EDTA —
ph 8.0) foram adicionadas 4U de lisostafina (Sigma®) a 100ul de TE contendo o
precipitado. Apds incubagdo a 37°C por 30 minutos, os microtubos foram levados ao
banho-maria a 100°C por 10 minutos, e apos a centrifugacdo, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em 500 pl de tampao (SENNA et al., 2002).

4.11.2. Amplificacio dos genes através da técnica de PCR

As concentragdes utilizadas em todas as reacdes de PCR foram Tampao 10X (10
mM TrisHCI, pH 9.0; 50 mM KCl, and 0.1% Triton X-100), 1,25 mM de CIMg,, 1mM
de cada iniciador (Bioneer- Seul®, Coréia do Sul), 0,2 mM de dNTP (Fermentas-
Burlington, Canada) e 2 U de TAQ polimerase (Fermentas- Burlington, Canadd) em um
volume total de reacdo de 20ul contendo Sul do DNA extraido (SAMBROOK et al.,
2002) .

Os amplicons foram avaliados por eletroforese em gel de agarose, seguido por
coloragao em brometo de etideo (0,5 mg/mL), visualizado em transiluminador ultra-
violeta e documentados pelo programa QuantiOne (BioRad), utilizando marcadores de
peso molecular de 100 pb (Fermentas®) e 50 pb (Fermentas®).

4.11.2.1. Genes de identificacdo das espécies de Staphylococcus spp.
coagulase-positivos
Todos os isolados foram submetidos a técnica de PCR para identificacao
genotipica das espécies S. aureus (DNAr) (STRAUB et al., 1999), S. intermedius (nuc 3
e 4) e S. hyicus (nuc 1 e 2) (SILVA et al., 2003), independente dos resultados obtidos
através das provas fenotipicas anteriormente realizadas (Quadro 1).

Quadro 1. Iniciadores e ciclos empregados para amplificagdo dos genes de
identificagdo das espécies de Staphylococcus spp. coagulase-positivos.

Gene (fragmento) Espécies Iniciadores (5" -3 ) Ciclos*
DNAr (930 pb) S. aureus ACG GAG TTA CAA AGG ACG AC 1
AGC TCA GCC TTA ACG AGT AC
nuc3 e 4 (431pb) S. intermedius GCC CCT GCA ATG AGA GG 2
CGG ACCACTTTCCGTC
nucl e 2 (330 pb) S. hyicus CGC CGT TCT CTC TTT GG 2
CGC CTC TCA CAT CCG

*1.(94°C 40s., 64° C 1 min., 72°C 1 min 12s.) x 30 ; 2. (95°C 50s., 42°C 2 min., 72°C 4 min) x 40 e
72°C 1m
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4.11.2.2. Genes de resisténcia a macrolideos de Staphylococcus spp.
Foi realizada a técnica de PCR para amplificagcdo dos genes ermA, ermB, ermC
e mefA (SUTCLIFFE et al.,, 1996) em todos os Staphylococcus spp. isolados de
processos infecciosos de animais de companhia (Quadro 2).

Quadro 2. Iniciadores e ciclos empregados para amplificacdo dos genes de resisténcia a
macrolideos de Staphylococcus spp.

Gene (fragmento) Iniciadores (5" -3 ") Ciclos

ermA (421pb) GTT CAA GAA CAA TCA ATA CAG AG 1
GGA TCA GGA AAA GGA CAT TTT AC

ermB (639pb) GAA AAG GTA CTC AAC CAA ATA 1
AGT AAC GGT ACT TAA ATT GTT TAC

ermC (572pb) GCT AAT ATT GTT TAA ATC GTC AAT TCC 1

GGA TCA GGA AAA GGA CAT TTT TAC
mefA (348pb) AGT ATC ATT AAT CAC TAG TGC 1

TTC TTC TGG TAC AAA AGT GG
*1. 95°C 5min. (95°C 30s, 54°C 30s, 72°C 1 min) x 35 e 72°C 5Smin.

4.11.2.3. Genes de resisténcia a oxacilina de Staphylococcus spp.
Foi realizada a técnica de PCR para amplificacdo dos genes mecA (COELHO et
al.,2007), mecl(A), mecl(B), mecR1 (ROSATO et al., 2003) ¢ femA (ZOCCHE et al.,
2006) em todos os Staphylococcus spp. isolados no presente estudo (Quadro 3).

Quadro 3. Iniciadores e ciclos empregados para a amplificagdo dos genes do sistema
mec de Staphylococcus spp.

Gene (fragmento) Iniciadores (5" -3 ) Ciclos*
mecA (513pb) AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C 1
AGT TCT GCA GTA CCG GATTTG C
meclA (639pb) CCG GAA TTC GCA TAT 1
GAT GGT TCG TAG GTT
mecIB (348pb) CGG AAT TCG ACT TGA 2
CGG ATC CGA AAT GGA
mecRI (234pb) CCA AACCCG ACA ACT AC 2
CGT GTC AGA TAC ATT TCG
femA (132) AAA AAA GCA CAT AAC AAG CG 3

GAT AAA GAA GAA ACC AGC AG
*1.(94°C 30s, 55°C 30s, 72°C 1 min) x 40 e 72°C 5min. 2. (95°C 1min, 55°C 1 min, 72°C 2 min) x 30. 3.
95°C 5min (95°C 1min, 45°C 1min, 72°C Imin) x 37 e 72°C 105min.

by

4.11.2.4. Genes de relacionados a producio de P-lactamases de

Staphylococcus spp.
Foi realizada a técnica de PCR para a amplificacdo dos genes do sistema bla que
regulam a producdo de B-lactamases em Staphylococcus spp. (ROSATO et al., 2003)

(Quadro 4).
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Quadro 4. Iniciadores e ciclos empregados para amplificagdo dos genes bla de
Staphylococcus spp.

Gene (fragmento) Iniciadores (5°-3 ") Ciclos
blalA (513pb) CCC AAT GGG TGT TTT 1
AAT GGT TAT TTT CTG
blalB (513pb) ATG TCT CGC AATTCTTCA A 1
CTA TGG CTG AAT GGG AT
blaZzA(639pb) TAC AAC TGT AAT ATC GGA GG 1
CAT TAC ACT CTT GGC GGT TT
blazB(737pb) TCT ATC TCA ATG ACA TAT AG 1
GAG GCT TCA ATG ACA TAT AG
BlaRI (209pb) GGT ATC TAACTC TTC TTG C 1
CAT CTG ATA GTG TAG C

*1. 94°C 5min. (94°C 30s, 55°C 30s, 72°C 30s) x 35 ¢ 72°C 5min.

4.11.2.5. Genes de viruléncia de Staphylococcus spp.

Foi realizada a técnica de PCR simples para a amplificacio dos genes
envolvidos na produgdo de “slime”, icaA e icaD (VASUDEVAN et al., 2003) ¢ PCR
multiplex para os genes de producdo de hemolisinas, hla e hlb (NILSSON et al.,1999)
em todos os Staphylococcus spp. coagulase-positivos (Quadro 5).

Quadro 5. Iniciadores e ciclos empregados para amplificagdo dos genes de viruléncia
de Staphylococcus spp..

Gene (fragmento) Iniciadores (5" -3 ") Ciclos*
hla (210pb) CTG ATT ACT ATC CAA GAA ATT CGA TTG 1
CTT TCC AGC CTA CTT TTT TAT CAG T
hlb (300pb) GTG CACTTA CTG ACA ATAGTGC 1
GTT GAT GAG TAG CTA CCT TCA GT
icaA (1315pb) CCT AAC TAA CGA AAG GTA G 2
AAG ATA TAG CGA TAA GTG C
icaD (381pb) AAA CGT AAG AGA GGT GG 2

GGC AAT ATG ATC AAGATAC
*1. 94°C Smin. (94°C 1min, 50°C 1 min., 72°C 1 min) x 30 e 72°C 7min ; 2. (92°C 45s, 49°C 45s., 72°C
1 min) x 30 e 72°C 7min.

4.11.2.6. Genes de viruléncia com padrao polimorfico de
Staphylococcus spp.
Foi realizada a técnica de PCR para a amplificacdo do gene de coagulase, coa
(KARAHAN; CETINKAYA, 2006), de proteina A, spaA (REINOSO, 2004) e de
regulacdo de exoproteinas, agr (RNA III) (REINOSO, 2004) (Quadro 6).
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Quadro 6. Iniciadores e ciclos empregados para amplificagao dos genes de viruléncia
de Staphylococcus spp. coagulase-positivos

Gene (fragmento) Iniciadores (5°-3 ") Ciclos*
agr (v¥*) CAT AGC ACT GAG TCC AAG GA 1
CAA TCG GTG ACT TAG TAA AATG
spaA (v) CAA GCA CCA AAA GAG GAA 2
GGC TTG TTG TTG TCT TCC TC
coa (v) ATA GAG ATG CTG GTA CAG G 3

GCT TCC GAT TGT TCG ATG C
*1. 94°C 3min. (94°C Imin, 55°C 1 min., 72°C 1 min) x 30 ¢ 72°C 5min; 2. 94°C 4min. (94°C 1min,
60°C 1 min., 72°C 1 min) x 30 e 72°C 5min; 3. 94°C 4min. (94°C 1min, 60°C 1 min., 72°C 1 min) x 30 ¢
72°C 5min.

4.12. Analise estatistica

Os perfis de suscetibilidade aos farmacos testados foram expressos em
porcentagens que foram analisadas de forma descritiva. O programa Excel (Microsoft”™)
foi utilizado para confec¢do dos graficos com os percentuais dos isolados identificados
em diferentes sitios infecciosos e para os graficos com percentuais de suscetibilidade
antimicrobiana.

Para a determinagdo da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) para
azitromicina, os resultados obtidos a partir das técnicas de microdilui¢do em caldo e
agar, foram submetidos a regressdo simples utilizando o modelo cubico, conforme
Pinheiro e colaboradores (2009), utilizando-se o software SPSS (2008), constituido de 4
parametros sendo: F(x)= at+bx+cx*+dx’. Os coeficientes de sensibilidade gerados foram
submetidos a andlise de comparagdo entre proporcdo estimada e a proporcao
preestabelecida para a determinagdo do coeficiente normal padrdo (z) segundo Garber
(2001), constituido da seguinte equagio: z = pl- p/\Npl(l1-pl)/n. O programa Excel
(Microsoft®) foi utilizado para o calculo da distribuigdo normal padrio para
determinag@o do intervalo de confianc¢a considerando p>0,05, aplicado para determinar
a CIM de Staphylococcus spp.

Os percentuais de sensibilidade, especificidade, valores preditivos positivos
(VPP) e negativos (VPN) dos testes fenotipicos de suscetibilidade a oxacilina foram
calculados considerando a presenga do gene mecA como predi¢do para a resisténcia a
oxacilina, seguindo as féormulas abaixo:

% Sensibilidade = verdadeiros positivos/verdadeiros positivos + falsos negativos

% Especificidade= verdadeiros negativos/verdadeiros negativos+falsos positivos

% VPP= verdadeiros positivos/verdadeiros positivos + falsos positivos

% VPN= verdadeiros negativos/verdadeiros negativos + falsos negativos

A associagdo entre os testes fenotipicos e genotipicos foi avaliada através do
Teste de Qui-quadrado (X?) e Fisher, com intervalo de confianga de 95% (IC=95%).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Identificacao das Espécies

Do total de 225 espécimes analisados foi possivel obter crescimento de coldnias
bacterianas tipicas em 88,9 % (200/225), os demais ndo apresentaram qualquer tipo de
crescimento microbiano (20/225) e em trés espécimes clinicos (1,3%, 3/225) foi obtido
o isolamento de leveduras (Tabela 01). Dentre os espécimes que apresentaram
crescimento bacteriano, os cocos Gram-positivos foram prevalentes em 56,35%
(111/197) dos espécimes avaliados. Os Bastonetes Gram-negativos que foram
prevalentes em 32,49% (64/197) dos espécimes avaliados. Também foi possivel obter o
isolamento de Bastonetes Gram-positivos nao-esporulados em 6,59% (13/197) e
Bastonetes Gram-positivos esporulados do género Bacillus spp. em 4,57% (9/197) dos
espécimes avaliados (Figura 7).

Bastoneles
Gram-posilivos
7% .

Bocilus spp.
5%

Figura 7. Grafico apresentando o percentual de isolados bacterianos obtidos a partir das
técnicas de isolamento e identificacdo bacteriologica dos 220 espécimes provenientes de
infec¢des em animais de companbhia.

Dentre os Cocos Gram-positivos, o género Staphylococcus spp. foi prevalente
em 90,1% (100/111) dos isolados bacterianos investigados, seguido pelo género
Micrococcus spp. 9% (10/111) e por Streptococcus spp. em 1% (1/111). Os Bastonetes
Gram-negativos foram representados pelo género Pseudomonas spp. (17,2%, 11/64) ¢
por diferentes espécies de Enterobacteriaceae (82,8%, 53/64). Os Bastonetes Gram-
positivos ndo-esporulados foram representados pelo género Corynebacterium spp.
(53,8%, 7/13) e Listeria spp. (46,2%, 6/13). Os Bastonetes Gram-positivos esporulados
corresponderam ao género Bacillus spp. (100%, 9/9), os quais foram associados a outros
agentes, ou foram considerados contaminantes. A Tabela 1 apresenta o percentual de
isolados bacterianos obtido nos respectivos sitios infecciosos investigados.
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Tabela 1. Percentual de isolados bacterianos obtidos nos respectivos sitios infecciosos
investigados.

Otite Pele ITU ITR 1UC IMO IMOC ITGI ITOS

Total de Isolados 72 46 37 5 12 7 9 4 4 200
S. intermedius 11 5 - 1 1 2 35

13 - 2
S. aureus spp. aureus 11 6 1 - 2 1 3 - - 24
S. hyicus

11 1 1 - - - - - - 13
S. aureus spp. anaerobius - - - - 1 - - i i |
S. schleiferi spp. coagulans 2 4 - - - - -

- - 6

SCP 1 4 3 - 1 - - - - 9
S. xylosus 4 2 - - 1 - ) i 7
S. hominis - 2 - - 1 - - i i 3
S. epidermidis - - - 2 - - - i ] 5
Micrococcus spp. 7 3 - - - - - - i 10
Streptococcus spp. - - - - - 1 - - i I
Corynebacterium spp. 1 1 1 1 2 1 - - } 7
Listeria spp. 1 - 1 2 - 1 2 6
Bacillus spp. - - 3 - - - - - i 9
Pseudomonas aeruginosa 7 1 - - 1 - 1 - 1 11
E. coli 3 2 - - - - 5 ) 14
P. mirabilis 3 2 - - 1 - - 1 1
P. vulgaris - 1 - - - - _ - i :
S. marcescens 3 3 1 - 1 - - - ) 3
S. liquefaciens - - - - - - 1 - i i
C. freundii - 1 3 - 1 - - | ) 6
Y. enterocolitica - 1 2 - - - - - ) 3
Salmonella spp. - - 1 - - - - 1 i )
Hafnia alvei 1 - 1 - - - - ) i )
Enterobacter spp. 2 1 1 - 1 - - - ) 4
Edwardsiella tarda - - 1 - - - - - i |
levedura 2 - 1 - - - - -

- 3

*ITU: infecgdes do Trato Urinario; ITR: infecgdes do Trato Respiratorio; IUC: infecgdes Uterinas de
Cadelas; IMO: infec¢des da Mucosa Oral; IMOC: infec¢Ges da Mucusa Ocular; ITGI: Infec¢des do Trato
Gastro-intestinal; ITOS: infecgdes do Tecido Osseo.

5.1.1. Otite externa canina

Os espécimes clinicos que foram obtidos a partir de casos de otite externa foram
prevalentes dentre todos os tipos de espécimes clinicos recebidos, perfazendo um total
de 29,3% (66/225) dos espécimes avaliados, superando o percentual apontado por Leite
(2000) afirmou que os casos de otite externa correspondem a 15% dos casos de
atendimento na clinica médica veterindria.

Em 63,7% (42/66) dos espécimes clinicos provenientes de casos de otite externa
foi possivel determinar infec¢des do tipo monomicrobianas e em 19,7% (13/66) dos
espécimes foi possivel detectar infecgdes do tipo polimicrobianas. Os diferentes agentes
etiolégicos envolvidos nas infeccdes polimicrobianas devem ser criteriosamente
avaliados por testes de suscetibilidade antimicrobiana a fim de permitir a indicagdo
terapéutica mais efetiva. Muller e colaboradores (1995) encontraram infecgdes
polimicrobianas em 30% dos casos de otite avaliados, ¢ semelhantemente, Oliveira e
colaboradores (2005) detectaram 50,5% de infeccdes monomicrobianas e 49,5%
polimicrobianas em 305 amostras de caes com otite externa.
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O presente estudo detectou cultura bacteriologica negativa em 16,7% (11/66) dos
espécimes de otite externa avaliados.

Um total de 70 isolados bacterianos foi obtido a partir do isolamento de 66
espécimes de caes com otite externa. Foi possivel obter o isolamento de leveduras do
género Malassezia spp. em dois espécimes avaliados. Dentre o percentual de isolados
bacterianos obtido, espécies de Staphylococcus coagulase-positivos (SCP) correspondeu
a 54,3% (38/70), seguidas por Micrococcus spp. a 10% (7/70) e Staphylococcus spp.
coagulase-negativos (SCN) a 5,7% (4/70). Foram obtidos 19 isolados de Bastonetes
Gram-negativos (27,1%) dos quais, 17,1% (12/70) corresponderam ao grupo das
enterobactérias e 10% (7/70) a Pseudomonas spp.. Além disso, foram isolados
Bastonetes Gram-positivos do género Corynebacterium spp. (1,4%, 1/70) e Listeria spp.
(1,4%, 1/70) (Figura 8).

Bastonetes Gram-
positivos
2,8%

Staphylococcus sppi
coagulase-
negativos

5,7%

Figura 8. Grafico apresentando o percentual de isolados bacterianos obtidos a partir das técnicas
de isolamento e identificagdo bacteriologica dos 66 espécimes provenientes de otite externa
canina.

A espécie Staphylococcus intermedius foi prevalente em 18,3% (13/70) dos SCP
avaliados, seguidos S. aureus subsp. aureus que correspondeu a 15,7% (11/70) e S.
schleiferi subsp. coagulans a 2,9% (2/70). A espécie, S. hyicus foi prevalente em 15,7%
(11/70) dos espécimes avaliados e s6 pdde ser identificada a partir da detecgdo de genes
especificos (nuc 1 e 2), uma vez que bioquimicamente esta espécie apresenta atividade de
enzima coagulase varidvel. Os resultados do presente estudo corroboram com Hariharan
e colaboradores (2006) que, num amplo estudo ao longo de cinco anos, avaliaram a
microbiota de 1819 cdes e gatos com otite externa e detectaram SCP em 36,3% das
amostras, sendo S. intermedius a espécie prevalente. Os testes de identificagdo
bioquimica realizados no presente estudo identificaram SCN em 5,7% (4/70) dos
espécimes, sendo S. Xylosus a espécie prevalente. Estes resultados corroboram com os de
Oliveira e colaboradores (2006) que ao avaliarem 30 caes com otite média no estado do
Ceara, isolaram S. xylosus em 6,7% das amostras.

Um total de 12 isolados foi identificado como sendo enterobactérias, dentre estes,
Serratia marcescens, Proteus mirabilis e Escherichia coli corresponderam a 4,3% (3/70)
e Hafnia alvei a (1/70) dos isolados, respectivamente. Dos sete (10%) bastonetes Gram-
negativos nao-fermentadores isolados, todos foram identificados como Pseudomonas
aeruginosa. Hariharan ¢ colaboradores (2006) também relataram o isolamento de P.
mirabilis (9,6%), E. coli (9,8%) e P. aeruginosa (17,5%). Nobre e colaboradores (2001)
ao analisarem a microbiota de 78 caes otopatas ¢ 36 sadios, isolaram P. aeruginosa em
10,3% das amostras.
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5.1.2. Infeccdes de pele

Um total de 61,9% (26/42) dos espécimes provenientes de infecgdes da pele de
animais de companhia foi do tipo monomicrobianas, 33,3% (14/42) foram infeccdes
polimicrobianas e duas (4,8%) apresentaram cultura bacterioldgica negativa.

Foram obtidos 46 isolados bacterianos, dos quais os cocos Gram-positivos foram
prevalentes. A espécie de SCP, Staphylococcus intermedius foi prevalente em 23,9%
(11/46), seguida por S. aureus spp. aureus (13%, 6/46). Apenas um isolado (2,2%) foi
identificado como sendo a espécie S. hyicus e quatro (8,7%, 4/46) espécies coagulase-
positivas nao foram diferenciadas através da amplificagdo de genes especificos. Das
espécies de SCN, duas (4,3%) corresponderam a S. Xxylosus e outras duas (4,3%) a
S.hominis.

Foram obtidos 12 (26,1%) isolados de Bastonetes Gram-negativos dos quais,
23,9% (11/46) corresponderam ao grupo das enterobactérias e 2,2% (1/46) a
Pseudomonas aeruginosa. As espécies de enterobactérias isoladas no presente estudo,
correspoderam a Serratia marcescens (3/46), Proteus mirabilis (2/46), Escherichia coli
(2/46), P. vulgaris (1/46), Citrobacter freundii (1/46) e Yersinia enterocolitica (1/46).
Dentre os Bastonetes Gram-positivos, Corynebacterium spp. correspondeu a 2,2% (1/46)
dos isolados (Figura 9). Segundo Scott e colaboradores (2001) os microrganismos
transitorios da pele do cdo incluem E. coli, P. mirabilis, Serratia spp., Pseudomonas
spp., Bacillus spp. e Corynebacterium spp..

Bastonetes
Gram-positivos
2,2%
Bastonetes /
Gram-negativos
26,1% Staphylococcus
spp. coagulase-
Staphylococcus positivos
spp. coagulase- 56,5%
negativos
8,7%

Figura 9. Grafico apresentando o percentual de isolados bacterianos obtidos a partir dos 42
espécimes provenientes de infecgcdes de pele de animais de companbhia.

5.1.3. Infeccoes do trato urinario

Foram obtidos 36 isolados bacterianos a partir dos espécimes de 34 caes e 15
gatos com sinais clinicos de distirbio do trato urinario inferior. Foi possivel obter o
isolamento de uma levedura do género Candida spp.. Foram avaliados 49 espécimes
dentre estes, a cultura bacteriologica foi positiva em 59,2% (29/49), tendo sido observado
infecc¢des do tipo monomicrobiana em 89,6% (26/49) dos espécimes e infecgdes do tipo
polimicrobiana em 6,1% (3/49) dos espécimes. Um total de 40,2% (20/49) dos espécimes
apresentou cultura bacterioldgica negativa.

Dentre os isolados bacterianos identificados bioquimicamente, diferentes espécies
de Enterobacteriaceae foram prevalentes em 58,3 % (21/36) dos isolados avaliados. Foi
possivel também detectar o isolamento de cocos gram-positivos do género Stahylococcus
spp. € Bastonetes Gram-positivos (Figura 10).
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Figura 10. Grafico apresentando o percentual de isolados bacterianos obtidos a partir dos 49
espécimes provenientes de infecgdes do trato urinario inferior de animais de companbhia.

Dentre as espécies de Enterobacteriaceae, Escherichia coli foi prevalente em
19,4% (7/36) dos isolados, seguida por Proteus mirabilis em 11,1% (4/36), Citrobacter
freundii em 8,3% (3/36), Yersinia enterocolitica em 5,6% (2/36) enquanto, Salmonella
spp., Serratia marcescens, Hafnia alvei, Enterobacter spp. e Edwardsiella tarda
corresponderam a 2,8% (1/36) dos isolados, respectivamente.

Os Staphylococcus spp. coagulase-positivos corresponderam a 27,8% (10/36) dos
isolados sendo representados pelas espécies, Staphylococcus intermedius (5/36), S.
aureus spp. aureus (1/36) e S. hyicus (1/36) e trés espécies coagulase-positivas (3/36)
que ndo foram diferenciadas através de técnicas moleculares. Os Bastonetes Gram-
positivos corresponderam a 13,9% (5/36) representados pelos Bastonetes Gram-positivos
nao-esporulados, Corynebacterium spp. e Listeria spp. (2,8%, 1/36), e o género de
Bastonete Gram-positivo esporulado, Bacillus spp. (8,3%, 3/36) dos isolados.

Os resultados apresentados corroboram com Cetin e colaboradores (2003) que
examinaram espécimes de urina de 100 cdes com infec¢do do trato urindrio inferior e
reportaram uma prevaléncia de crescimento bacteriano em 38% das amostras. Esse
estudo relatou que dentre 51 isolados bacterianos, a espécie prevalente foi Escherichia
coli (23,5%), segundo o autor essa espécie constitui a causa mais comum de doenga do
trato urinario de cdes. O autor também relatou o isolamento de outras espécies de
enterobactérias, tais como, Klebsiella pneumoniae (7,8%), P. vulgaris (5,9%), C. freundii
(3,9%), Enterobacter agglomerans (3,9%), Bastonetes nao-fermentadores como, P.
aeruginosa (3,92%), além de espécies de Staphylococcus (9,8%), Micrococcus (11,8%),
Streptococcus (15,7%), Corynebacterium (9,8%) e Acinetobacter (3,9%). Outro estudo
que avaliou 8.354 amostras de urina durante o periodo de 1969 até 1995 relatou uma
prevaléncia de crescimento bacteriano em 96,3% dos espécimes, dentre esses foram
isolados, E. coli em 44,1% dos isolados, Staphylococcus spp. em 11,6%, Proteus spp. em
9,3%, Klebsiella spp. em 9,1%, Enterococcus spp. 8,0% e Streptococcus spp. em 5,4%
(LING et al., 2001).

5.1.4. Infeccoes do trato reprodutivo de cadelas

Foram obtidos 12 isolados bacterianos de oito cadelas com piometra e secregdo
vaginal. Destes foram observadas infec¢des polimicrobianas em trés (50%) dos oito
espécimes coletados e nos outros cinco casos foi detectado apenas um agente.
Enterobactérias foram detectadas em 33,3% (4/12) e Pseudomanas aeruginosa em 8,3%
(1/12) dos isolados. Dentre as espécies de SCP o percentual detectado foi de 33,3%
(5/12) dos isolados, representados pelas espécies Staphylococcus intermedius (1/12), S.
aureus (3/12) e uma espécie coagulase-positiva que ndo foi diferenciada através da
amplificagdo de genes especificos. Dentre os SCN, a espécie prevalente em 8,3% (1/12)
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dos isolados foi representada por S. hominis. Os Bastonetes Gram-positivos foram
detectados em 16,7% (2/12) dos isolados, sendo representados pelo género
Corynebacterium spp..

Esses resultados apontam para importancia da determinagdo da microbiota uterina
tanto de animais saudaveis quanto doentes, uma vez que bactérias oportunistas podem
tornar-se potencialmente patogénicas em condi¢des favoraveis tais como, estimulacio
hormonal, trauma pds-parto, migracdo de bactérias da vagina ou contaminagao por fezes.
Mishelia e colaboradores (2001) examinaram a microbiota uterina de 41 cadelas
saudaveis em diferentes fases do ciclo estral e detectaram 44 isolados bacterianos que
corresponderam a Staphylococcus spp. (70,5%), Corynebacterium spp. (70,5%), Proteus
spp. (13,6%) e Klebsiella spp. (15,9%) e Streptococcus spp. (15,9%). O diagnostico da
piometra ¢ baseado em achados radiograficos e ultassonograficos e a indicag¢do
terapéutica frequentemente ¢ cirtrgica. Durante o atendimento clinico veterinario, a
rotina ginecolodgica ¢ baseada apenas no exame fisico dos animais e deteccdo de secrecao
vaginal e processos inflamatérios, outros exames sio indicados somente nos casos onde
existe um interesse no potencial reprodutivo da fémea ou para inseminagdo artificial.
Exames colpocitopatolégicos e coleta de amostras para a identificacdo dos agentes
etioldgicos poderiam ser medidas auxiliares ao tratamento e prevengao dessa doenca.

5.1.5. Infeccoes da mucosa oral

Dos espécimes coletados da cavidade oral de 12 caes com doenga periodontal
foram obtidos sete isolados bacterianos. Foram identificados os seguintes agentes:
Corynebacterium spp., Listeria spp., Staphylococcus intermedius, S. xylosus,
Streptococcus spp. B-hemoliticos e Proteus mirabilis correspondendo a 14,3% (1/7) dos
isolados, respectivamente. O presente estudo ndo empregou metodologia de isolamento
realizado para bactérias anaerdbias.

Alguns estudos relataram isolamento de bactérias aerdbias a partir de casos de
doenca periodontal. Braga e colaboradores (2005) analisaram a microbiota de 12 caes
saudaveis e 17 com doenca periodontal e isolaram 236 espécies bacterianas aerdbias. Os
autores relataram o isolamento de S. intermedius em 1,7% dos isolados, SCN em 12,3% e
as espécies isoladas foram: S. xylosus, S. saprophyticus, S. epidermidis, S. homini e S.
saccharolyticus. Corynebacterium spp. que corresponderam a 5,5% e Streptococcus [3-
hemoliticos a 2,5% dos isolados. Os autores isolaram diversos bastonetes Gram-
negativos em 27,7% dos isolados e as espécies identificadas foram E. coli, Klebsiella
spp. e Proteus spp..

5.1.6. Infeccdes do trato respiratorio inferior

Todos os cinco espécimes coletados a partir de secregdes nasais € puncao
bronquiolar de cdes com pneumonia foram positivos na cultura bacterioldgica obtendo-se
um total de cinco isolados bacterianos. Em 80% (4/5) desses espécimes foram isolados
Bastonetes Gram-positivos e em 20% (1/5) foi isolado Staphylococcus epidermidis.
Dentre os Bastonetes Gram-positivos, Corynebacterium spp. e Listeria spp. foram
isolados em 40% (2/5) dos espécimes respectivamente, os quais foram provenientes de
animais que apresentaram efusdo pleural opaca.

Um estudo que avaliou a microbiota nasal de 60 cdes aparentemente normais foi
identificado 106 isolados bacterianos dos quais, S. epidermidis correspondeu a 58,5% dos
isolados e C. xerosis a 4,7% (AJUWAPE et al., 2006). O envolvimento dessas espécies
como patogenos primarios do trato respiratorio € pouco relatado, uma vez que constituem
a microbiota do trato respiratorio, porém podem ser considerados agentes oportunistas
em casos de perda da barreira de defesa organica, ou podem estar associados a
contaminac¢do ambiental.
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5.1.7. Infeccdes da conjuntiva ocular

Foram obtidos nove isolados bacterianos a partir de 16 espécimes de caes com
alteracOes patoldgicas da conjuntiva ocular. Dentre esses, 55,6% (5/9) dos isolados
corresponderam a SCP, 22,2% (2/9) dos isolados corresponderam a Bastonetes Gram-
positivos, e 22,2% (2/9) dos isolados corresponderam a Bastonetes Gram-negativos.

As espécies de Staphylococcus foram representadas por S. intermedius (2/8) e S.
aureus subsp. aureus (3/8). Dentre as enterobactérias, foi obtido um isolado identificado
como Serratia liquefaciens e um isolado correspondeu a Pseudomonas aeruginosa.
Dentre os Bastonetes Gram-positivos, dois isolados (22,2%) corresponderam a Listeria
spp..

Em estudo desenvovido por Andrade e colaboradores (2002) que investigaram a
microbiota conjuntival de 46 cdes sadios, foi relatado o isolamento de Staphylococcus
aureus em todos os isolados (n=20), S. intermedius e S. epidermidis em 10% dos isolados
(n=2), Bacillus spp., Enterobacter spp., Proteus spp. em 5% dos isolados (n=1). Os
autores apontaram para o potencial patogénico dessas espécies bacterianas diante da
perda da integridade da mucosa, e para fato de que o uso prolongado de antimicrobianos
topicos pode destruir a microbiota saprofita e proporcionar o crescimento excessivo de
bactérias patogénicas.

5.1.8. Infeccoes do trato gastrintestinal

Foi obtido um total de quatro isolados bacterianos dos 22 espécimes de fezes de
cdes que apresentaram processos diarréicos, muitos dos quais j4 apresentavam uso
prévio de antibidticos ou apresentaram etiologia associada a distirbio verminético.
Deste total foram identificadas apenas bactérias do grupo das enterobactérias que
corresponderam as seguintes espécies bacterianas: Escherichia coli (2/4), Citrobacter
freundii (1/4) e Salmonella spp.

5.1.9. Infeccoes do tecido dsseo

Foram obtidos quatro isolados bacterianos dos quatro espécimes de cdes com
processos infecciosos dsseos, tais como, osteomielite, fratura femural e osteossarcoma.
Deste total foram identificadas dois isolados que corresponderam a espécie
Staphylococcus intermedius, uma espécie que correspondeu a Pseudomonas aeruginosa
e uma a Enterobacteriaceae, Proteus mirabilis.

5.2. Suscetibilidade antimicrobiana das bactérias isoladas de diferentes infeccoes
em animais de companhia

Os testes de identificagdo das espécies bacterianas e suscetibilidade aos
antimicrobianos foram realizados sequencialmente e os resultados eram imediatamente
enviados aos médicos veterindrios responsaveis pelo atendimento clinico dos animais
como forma de auxiliar no diagnéstico e na terapéutica das doengas (Figura 11). Essa
conduta visou conscientizar uma pequena parcela da comunidade veterinaria a respeito
da importancia clinica da realizagdo dos testes de identificacdo e de suscetibilidade,
além de gerar entendimento a respeito do impacto provocado pelo uso indevido de
antibidticos. O resultado dessa medida foi muito satisfatorio, uma vez que contribuiu
significativamente para o sucesso de diversos atendimentos e trouxe esclarecimentos a
respeito da diversidade de agentes bacterianos envolvidos na etiologia das doencas,
desmistificando o conceito do envolvimento apenas de agentes bacterianos cléssicos
como justificativa para a escolha do antibidtico.
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Figura 11. Método de difusdao em disco. (S): Halo de inibi¢ao avaliado em milimetros (mm); (R):
isolado resistente.

5.2.1. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos Staphylococcus spp.

Apos o teste de difusd@o em disco, os percentuais de resisténcia foram avaliados
considerando todos os Staphylococcus spp.. A Figura 12 apresenta o grafico com os
percentuais de resisténcia aos antimicrobianos avaliados e as demais consideragdes
serdo apontadas nos itens que se seguem.
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Figura 12. Grafico apresentando o percentual de resisténcia dos Staphylococcus spp. (n=100)
de processos infecciosos de animais de companhia.

*PENG: Penicilina G; AMP: ampicilina; OXA: oxacilina; AMO: amoxicilina; AMC: amoxicilina+ac.
clavulanico; ASB: ampicilinat+sulbactam; CFO: cefoxitina; CFL: cefalotina; CRO: ceftriaxona; AZI:
azitromicina; ERI: eritromicina; CLI: clindamicina; CIP: ciprofloxacina; ENO: enrofloxacina; NOR:
norfloxacina; TOB: tobramicina; VAN: vancomicina; GEN: gentamicina; SUT:
sulafametoxazol+trimetropim; LNZ: linezolida; TET: tetraciclina; IMP: imipenem.
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5.2.1.1. Antibioticos B-lactimicos e cefalosporinas

O presente estudo detectou um percentual de resisténcia a penicilina de 78%
(78/100). No Brasil, mais de 70% das cepas de Staphylococcus aureus mostram-se
resistentes as penicilinas, por isso seu uso ndo ¢ mais indicado em infec¢des por estes
microrganismos (COSTA et al.,, 1994). Acredita-se que tais achados possam ser
atribuidos a provavel capacidade de producdo da P-lactamase das cepas isoladas
(ARCHER et al., 1994; KASZANYITZKY et al., 2004) a frequente utilizacdo destes
principios ativos e ao uso inadequado deste medicamento (LOEFFLER et al., 2005).
Semelhantemente, também foi observado um alto percentual de resisténcia a ampicilina
em 66% (66/100) dos isolados avaliados. J4 para o antibidtico amoxicilina foi
observada resisténcia em 20% (20/100) dos isolados (Figura 13).
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Figura 13. Grafico apresentando o percentual de resisténcia de Staphylococcus spp. isolados de
infecgdes em animais de companhia frente antibioticos B-lactdmicos e cefalosporinas.

*PENG: Penicilina G; AMP: ampicilina; OXA: oxacilina; AMO: amoxicilina; AMC: amoxicilinatac.
clavulanico; ASB: ampicilina+tsulbactam; CFO: cefoxitina; CFL: cefalotina; CRO: ceftriaxona

Este percentual quando comparado retrospectivamente, continua refletindo a
baixa atividade destes farmacos. Em estudo anterior foi detectado um percentual de
resisténcia a ampicilina em 78,3% dos Staphylococcus spp. provenientes de casos de
otite externa e 81% de resisténcia em casos de piodermatite canino (PEREIRA et al.,
2009). Os B-lactamicos sdo frequentemente utilizados no tratamento das infecgdes
estafilococicas em clinica veterinaria no Brasil e os antimicrobianos mais utilizados,
como a penicilina e ampicilina sdo os que frequentemente induzem a resisténcia devido
ao uso indiscriminado (COELHO et al., 2007).

Por outro lado, o percentual de resisténcia as associacdes de antibidtico B-
lactamico e inibidores de B-lactamase demonstraram uma melhor eficacia. Do total de
isolados avaliados foi possivel detectar resisténcia de 2% (2/100) a associagdo
ampicilina e sulbactam e 5% (5/100) a associa¢do amoxicilina e acido clavulanico. Em
trabalho desenvolvido por Calvinho e colaboradores (2002) todos os Staphylococcus
aureus foram sensiveis a associacdo de amoxicilina e acido clavulanico e em estudo
realizado por De Oliveira e colaboradores (2000) também foi reportado uma favoravel
atividade da associagdo entre ampicilina e acido clavulanico frente estafilococos. O
baixo percentual de resisténcia a esta associacdo pode esta relacionada a atuagdo do
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composto inibidor de [-lactamases, uma vez que diversos autores relatam que a
hiperproducdo de B-lactamases ¢ um importante mecanismo de resisténcia aos f-
lactamicos (ARCHER et al.,1994, ROSATO et al., 2003). Estes resultados preliminares
impulsionaram o desenvolvimento de um estudo mais apurado a respeito da atuacdo das
B-lactamases na resisténcia a antibioticos B-lactamicos.

O percentual de resisténcia a oxacilina foi de 37% (37/100). A resisténcia a
oxacilina ¢ um problema cosmopolita e a sua resisténcia indica que os demais [3-
lactamicos também serdo de pouca eficdcia limitando assim as alternativas de
tratamento. Resultados de outros estudos que avaliaram isolados bacterianos
provenientes de mastite bovina, também indicam resisténcia a oxacilina, porém sempre
a associam a Staphylococcus spp. isolados de humanos e discutem que este ndo ¢ um
problema de grande importancia na Medicina Veterinaria (DE OLIVEIRA et al., 2000;
GENTILINI et al., 2000).

O presente estudo também avaliou o perfil de suscetibilidade dos
Staphylococcus spp. frente as cefalosporinas: cefalotina, ceftriaxona e cefoxitina que
representam indicacdes terapéuticas em medicina veterinaria. O percentual detectado
para estes antibioticos foi de: 53% (53/100) dos isolados de Staphylococcus spp. para
cefoxitina, 64% (64/100) para ceftriaxona e 28% (28/100) para cefalotina. Quando
comparado a outros estudos os percentuais de resisténcia detectados no presente estudo
apontam para o crescente aumento da resisténcia as cefalosporinas em isolados de
Staphylococcus spp.. Silva (2001) examinou 57 isolados de Staphylococcus spp. a partir
de otite externa cronica em caes e detectou baixo percentual de resisténcia a cefalotina
(2%). O crescente aumento no percentual de resisténcia as cefalosporinas pode esta
relacionado ao fato destas comporem formulagdes multidrogas que apresentam amplo
espectro de acdo e que para este fim, incluem farmacos de atividade antibidtica,
antimicotica e anti-inflamatoria.

Segundo o comité para antibiograma estabelecido pela SFM (2006)
(“Antibiogram Committee of the French Society for Microbiology™), as cepas de
Staphylococcus spp. resistentes a oxacilina, ou a cefoxitina, ou portadoras do gene
mecA ou produtoras de PBP2a sdo interpretadas como resistentes a todos os antibidticos
B-lactamicos, incluindo penicilinas, B-lactamicos + inibidores de [-lactamases,
cefalosporinas e carbapenemas. No entanto, as diferencas quanto ao percentual de
resisténcia entre os antibidticos B-lactamicos detectadados no presente estudo podem ter
relacdo com o padrdo de uso desses antibidticos em medicina veterindria que sdo
indicados com frequéncia diferenciadas em relagdo a medicina humana. Os antibidticos
oxacilina e cefoxitina sdo alternativas pouco indicadas na clinica de pequenos animais,
no entanto antibidticos P-lactdmicos, tais como, ampicilina, amoxicilina, cefalotina e
ceftriaxona sdo os mais indicados na conduta terapéutica e compdem as formulacdes
medicamentosas que s3o amplamente comercialazadas no mercado pet farmacéutico
(VIANA, 2003).

O percentual de resisténcia também foi calculado considerando cada espécie
identificada e nao foi encontrada diferenca significativa entre os percentuais de
resisténcia avaliados em S. aureus e S. intermedius que foram os agentes do género
mais comumente envolvidos na etiologia de processos infecciosos em animais de
companhia.

5.2.1.2. Antibidticos glicopeptideos e aminoglicosideos
No presente estudo foi encontrado um percentual de 5% (5/100) resisténcia ao
antibidtico glicopeptideo, vancomicina. Uma das principais alternativas no tratamento
das infecgdes causadas por estafilococos resistentes a oxacilina ¢ a utilizagdo da
vancomicina. Apesar do teste de difusdo em disco ser o mais utilizado para avaliagdo da
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suscetibilidade antimicrobiana € necessario que se estabeleca a concentracao inibitoria
minima para a confirmag¢do da resisténcia & vancomicina, pois a emergéncia mundial de
clones bacterianos de origem animal resistentes a glicopeptideos representa uma ameaga
significativa ao futuro da terapia antimicrobiana em humanos e animais (SAHA et al.,
2008; CHANG et al., 2003). Considerando o percentual de resisténcia a vancomicina
nos isolados testados, deve-se em etapas futuras aprofundar a avaliagdo da resisténcia a
vancomicina por distintos métodos fenotipicos, como também pela deteccao dos genes
vanA, vanB e vanC .

Foi detectado o percentual de 22% (22/100) de resisténcia ao antibidtico
aminoglicosideo, gentamicina. Este percentual ¢ considerado elevado quando
comparado ao trabalho desenvolvido por Langoni e colaboradores (2000) que relataram
a gentamicina como sendo o antibidtico que apresentou maior (98,6%) agdo “in vitro”
sobre os Staphylococcus aureus. Resultados semelhantes foram obtidos por Pellerin e
colaboradores (1998) que avaliaram o perfil de suscetibilidade de 131 isolados de S.
intermedius obtidos a partir de amostras de pele de cdes sadios e com piodermatite e
relataram que 95% (124/131) dos isolados foram suscetiveis a gentamicina.

Outro aminoglicosideo avaliado foi o antibidtico tobramicina que apresentou
resisténcia em 45% (45/100) dos isolados avaliados. Este antibidtico compde
formulagdes de uso topico para tratamento de infeccdes de pele e oftalmoldgicas
amplamente utilizadas na clinica veterindria.

5.2.1.3. Antibidticos fluoroquinolonas

Em relagdo aos antibidticos fluoroquinolonas foi detectado um percentual de
resisténcia de 15% (15/100) para enrofloxacina, 12% (12/100) para norfloxacina e 18%
(18/100) para ciprofloxacina. Esta classe de antimicrobianos ¢ amplamente prescrita em
casos de infecgdes do trato urindrio devido a longo periodo de distribui¢dao do farmaco,
e amplo espectro de acdo, contra cocos Gram-positivos e Bastonetes Gram-negativos
(SLANEY et al., 1990). Em estudo anterior, também foi detectado um semelhante
percentual de resisténcia a enrofloxacina e norfloxacina em isolados bacterianos
provenientes de infec¢des do trato urinario inferior (PEREIRA et al., 2009). Seol (2005)
avaliou o perfil de suscetibilidade de 50 isolados de Staphylococcus intermedius a partir
de amostras de pioderma e otite externa canina e relatou 2% de resisténcia as
fluoroquinolonas, ciprofloxacina, enrofloxacina e marbofloxacina.

5.2.1.4. Outras classes de Antibidticos avaliadas

O presente estudo avaliou o percentual de resisténcia a tetraciclina tendo sido
possivel detectar resisténcia em 30% (30/100) dos isolados de Staphylococcus spp.. A
associag¢do sulfametoxazol e trimetropim apresentou resisténcia em 37% (37/100) dos
isolados. Os resultados do presente estudo corroboram com o trabalho desenvolvido por
Oliveira e colaboradores (2006) que detectaram o percentual de 22% de resisténcia a
tertraciclina e 33% de resisténcia a associagdo sulfametoxazol e trimetropim em 60
isolados de Staphylococcus aureus spp. aureus provenientes de casos de otite externa
canina. Em outro estudo foi investigado o perfil de suscetibilidade de 600 isolados de
Staphylococcus intermedius provenientes de casos de otite externa canina e foi relatado
o percentual de 18% de resisténcia a associacdo sulfametoxazol e trimetropim
(HARIHARAM et al., 2006).

J& os antibidticos de ultima geracdo linezolida e imipenem apresentaram 7%
(7/100) e 2% (2/100) de resisténcia em Staphylococcus spp., respectivamente. O alto
custo destes farmacos pode atuar como fator limitante para a indicagdo destes farmacos
como alternativa terap€utica em infec¢des estafilécicas de animais de companhia o que
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pode limitar o desenvolvimento de resisténcia a esses antibidticos, fato este confirmado
pelo baixo percentual de isolados resistentes detectados no presente estudo.

5.2.2. Perfil de suscetibilidade antimicrobiana dos Bastonetes Gram-
negativos

Os 64 isolados de Bastonetes Gram-Negativos (BGN) foram testados frente aos
seguintes  antimicrobianos: cefoxitina, cefalotina, ceftriaxona, enrofloxacina,
norfloxacina, ciprofloxacina, gentamicina e tetraciclina para enterobactérias, e cefoxitina,
ceftriaxona, ciprofloxacina, norfloxacina ¢ gentamicina para Pseudomonas spp. Os
respectivos percentuais de resisténcia estdo apresentados na Figura 14 e 15.
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Figura 14. Grafico dos percentuais de resisténcia de Enterobacteriaceae (n= 53) isolados de
diferentes sitios infecciosos de animais de compahia.

*CIP: ciprofloxacina; ENO: enrofloxacina; NOR: norfloxacina; GEN: gentamicina; TET: tetraciclina.
CFO: cefoxitina; CFL: cefalotina; CRO: ceftriaxona.

Em relagdo as enterobactérias foram detectados os seguintes percentuais de
resisténcia: 7,5% (4/53) para gentamicina, 11,3% (6/53) norfloxacina, 15,1% (8/53)
ciprofloxacina, 16,9% (9/53) cefalotina, 28,3% (15/53) ceftriaxona e cefoxitina,
respectivamente. Além destes também foram detectados os seguintes percentuais de
resisténcia: 28,3% (15/53) para enrofloxacina e tetraciclina, respectivamente.

Colombini e colaboradores (2000) avaliaram o perfil de suscetibilidade de 18
isolados de Proteus spp. a partir de 235 espécimes de otite média canina e detectaram um
baixo percentual de resisténcia a gentamicina (17%). Os autores também relataram que
os 18 isolados foram totalmente sensiveis a enrofloxacina. Da mesma forma, Cetin e
colaboradores (2003) examinaram amostras de urina de 100 caes com infec¢do do trato
urindrio e seus resultados assemelharam-se aos apresentados no presente estudo. Os
autores relataram que dos 25 isolados de BGN avaliados, os percentuais de resisténcia
foram: 8% a gentamicina e 24% a enrofloxacina.
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Figura 15. Grafico dos percentuais de resisténcia de Pseudomonas spp. (n=11) isolados de
diferentes sitios infecciosos de animais de compahia.

* CIP: ciprofloxacina; NOR: norfloxacina; GEN: gentamicina; CFO: cefoxitina; CFL: cefalotina; CRO:
ceftriaxona.

Em relagdo a Pseudomonas spp. foram detectados os seguintes percentuais de
resisténcia: 27,3% (3/11) para gentamicina, 18,2% (2/11) norfloxacina e ciprofloxacina,
respectivamente, 63,6% (7/11) para cefalotina, 54,5% (6/11) para ceftriaxona, e 36,4%
(4/11) para cefoxitina. As cepas de Pseudomonas spp. apresentam resisténcia natural a
cefalosporinas de 1* e 2* geragdo, o que pode explicar o alto percentual de resisténcia as
cefalosporinas detectado no presente estudo.

Os resultados do presente estudo corroboram com o estudo desenvolvido por
Rubin e colaboradores (2008) que testaram 106 cepas de Pseudomonas aeroginosa de
casos de otite e piodermatite canino frente 32 antibioticos de diferentes classes e
relataram 100% de resisténcia as cefalosporinas cefoxitina e cefalotina, e 39% de
resisténcia a ceftriaxona. Quanto as fluoroquinolonas os autores relataram 31% de
resisténcia a enrofloxacina e 16% a ciprofloxacina, para o aminoglicosideo, gentamicina
foi relatada resisténcia de 7%. Tejedor e colaboradores (2003) avaliaram os possiveis
mecanismos de resisténcia a fluoroquinolonas em 54 cepas de Pseudomonas aeruginosa
isoladas de casos de otite externa canina e relataram 18,5% de resisténcia a
ciprofloxacina.

Esses resultados apontam para o fato de que o desenvolvimento de resisténcia em
cepas bacterianas associadas a infec¢cdes animais de companhia torna indispensavel a
realizagdo de testes de suscetibilidade antes da indicagdo de determinados
antimicrobianos como opc¢ao terapéutica veterinaria.
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5.3. Staphylococcus spp. em processos infecciosos de animais de companhia

No presente estudo as espécies de Staphylococcus foram prevalentes em 50%
(100/200) dos isolados bacterianos identificados em processos infecciosos de animais
de companhia, tendo sido prevalentes nos casos de otite externa canina e piodermatite.
Os Staphylococcus spp. sdao importantes causadores de doengas em animais por
possuirem a habilidade de desenvolver uma série de mecanismos de viruléncia e
também por serem portadores de genes capazes de tornd-los refratarios a acdo de
antibioticos.

Existem diversos grupos de pesquisa, que mundialmente, buscam identificar e
compreender tais mecanismos de patogénese associados as enfermidades
estafilocdcicas, tanto humanas quanto animais, com o intuito de reduzir falhas de
conduta terapéutica. Nos ultimos anos o Laboratorio de Bacteriologia Veterindria da
UFRRJ tem desenvolvido uma linha de pesquisa que busca investigar os principais
mecanismos de viruléncia e resisténcia em Staphylococcus spp. provenientes de
espécimes clinicos de diferentes reservatorios animais. Portanto, tem-se buscado uma
padronizagdo de testes e protocolos que seguem metodologias estabelecidas por
entidades regulamentadoras internacionais e que foram adotadas no desenvolvimento
deste trabalho.

5.3.1. Testes bioquimicos de identificacio fenotipica

A identificacdo primaria dos espécimes foi realizada a partir do isolamento
direto em agar sangue e posteriormente ao periodo de incubagdo os isolados tipicos
bacterianos foram identificados fenotipicamente através de provas bioquimicas (Anexo
I e II). A técnica de coloragdo de Gram permitiu a identificacdo das caracteristicas
morfotintoriais: de cocos Gram-positivos e o teste da catalase com resultado positivo
permitiu a defini¢do dos isolados relacionados a familia Micrococaceae. Dentre o total
de isolados bacterianos obtido, cocos Gram-positivos catalase-positivos corresponderam
a 51,3% (100/195).

A identificacdo prosseguiu com repiques em agar manitol vermelho de fenol,
para obtencdo de coldnias puras e pela realizacdo da prova de coagulase que permitiu
diferenciar os géneros Staphylococcus spp. coagulase-positivos (SCP) dos coagulase-
negativos. As espécies de SCP foram fenotipicamente definidas a partir das seguintes
provas: Fermentacdo da maltose, reducdo de nitratos e produgdo de acetoina. Essas
provas identificaram as seguintes espécies: S. intermedius (60%), S. aureus spp. aureus
(20%), S. aureus spp. anaerobius (2%) e S. schleiferi spp. coagulans (4%). A literatura
indica que ¢ necessaria a execu¢do de mais testes fenotipicos para identificacdo de
estafilococos. Em fung¢do disso ¢ importante reconhecer que ndo existe uma técnica de
tipificagdo que permite uma diferencia¢do definitiva (com excecdo do sequenciamento
do genoma completo). Portanto ¢ de fundamental importincia o estabelecimento de
critérios de utilizagao destes métodos para que os resultados obtidos sejam reprodutiveis
e precisos (CHRISTENSEN et al., 1985: REINOSO, 2004).

As amostras coagulase-negativas foram submetidas a prova da resisténcia a
bacitracina para diferenciagdo entre Micrococcus spp., sensiveis, e Staphylococcus
coagulase-negativos (SCN), resistentes. Para identificagdo das espécies de SCN foram
efetuadas as seguintes técnicas: fermentacdo de acucares (xilose, sacarose, trealose,
frutose, maltose, lactose e manose), redu¢do de nitratos e producdo de urease
(KONEMAN et al., 2008). Essas provas diferenciaram as seguintes espécies: S. xylosus
(7%, 7/100), S. hominis (3%, 3/100), S. epidermidis (2%, 2/100).

Micrococcus spp. foram prevalentes em 10% (10/110) dos isolados e na maioria
destes estava associado a infec¢des do tipo polimicrobianas. Os membros deste género

52



sao encontrados comumente no meio ambiente (KONEMAN et al., 2008) e como
habitantes normais da pele e mucosas. Na maioria das vezes, sdo reportados como
contaminantes em isolados clinicos (GAHRN-HANSEN, 1987), embora possam
desenvolver infec¢des oportunistas em individuos imunossuprimidos (BROOKS et al.,
2000). No entanto, alguns autores sugerem que Micrococcus spp. pode atuar como
agente secundario em casos de proliferagio de outros agentes bacterianos,
principalmente S. intermedius (SCOTT et al, 1995).

5.3.2. Identificacio genotipica

Apbés a etapa bioquimica de identificacdo, os isolados foram mantidos
congelados em caldo MH acrescido de glicerol a 4% para posterior realizagdo das
analises genéticas. Para a amplificagdo dos genes de identificagdo das espécies de
Staphylococcus foi utilizado o iniciador que amplifica para DNAr de S. aureus
(STRAUB et al., 1999), e os iniciadores que amplificam para o gene nuc, sendo nuc 3 e
4 para espécie, S. intermedius e nuc 1 e 2 para S. hyicus (SILVA et al., 2003) (Figura
16).

Através da identificacdo genotipica das espécies, foi encontrado um total de 35%
(35/100) de S. aureus e 22% de S. intermedius (22/100) que foram correlacionados com
os testes bioquimicos realizados na identificagdo fenotipica. Somente a detecgao
genética permitiu a identificagdo da espécie S. hyicus que foi prevalente em 13%
(13/100) dos isolados, uma vez que fenotipicamente estes isolados apresentam atividade
de coagulase variavel. Do total de isolados 18% foram classificados como
Staphylococcus spp. coagulase-positivos, pois ndo amplificaram para os genes
especificos utilizados.
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Figura 16. Genes de identificacdo das espécies Staphylococcus aureus, S. intermedius e S.
hyicus isolados de infec¢des de animais de companhia em gel de agarose 1,5%. (A)-1: isolado
positivo para gene DNAr de S. aureus (930pb). M: marcador de peso molecular (100pb), RN:
Reagdo negativa, (B)- 2: isolado positivo para gene nuc 1 e 2 de S.hyicus (330 pb), indicado pela
seta; 3: isolado positivo para gene nuc 3 e 4 de S. intermedius (431 pb).

O gene nuc de S. hyicus amplificou mais de um fragmento, porém apresentou a
banda esperada de 330pb corroborando com os resultados obtidos por Silva e
colaboradores (2003), que também encontrou tal perfil. Temperaturas de anelamento
menores que 50°C podem possibilitar amplificacdes inespecificas e, como a enzima Taq
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DNA polimerase apresenta uma velocidade de catalise média de 1000 bases por minuto,
o tempo de extensdo utilizado neste estudo também poderia estar acima do necessario
para a sintese dos fragmentos propostos, o que possibilitaria que a enzima atuasse de
forma inespecifica. Outra explica¢do para esta alta variabilidade seria que o gene alvo
para os primers NUC1 ¢ NUC2 (gene nuc) apresenta sequéncias de bases nitrogenadas
repetitivas, que permitiriam o anelamento dos “primers” em mais de um ponto,
originando fragmentos amplificados com tamanhos diferentes (SILVA et al., 2003).

5.4. Perfil de suscetibilidade a Azitromicina

5.4.1. Ensaios de Difusdo em Disco

Primeiramente foi realizado o teste de difusdo em disco para a avaliagao do
perfil de suscetibilidade dos isolados frente a azitromicina. Essa técnica ¢ aplicada
rotineiramente em laboratdérios de microbiologia para analises de suscetibilidade devido
ao seu baixo custo, facil e rdpida execucdo, além de apresentar resultados confidveis. A
literatura relata que diversos autores utilizaram essa metodologia como avaliagdo
preliminar do perfil de atividade da azitromicina (PETERS et al., 1992; BLONDEAU,
2002; HANSEN et al., 2002). Retsema (1999) utilizou a técnica de difusdo em disco
como triagem para detectar isolados resistentes a azitromicina e avaliar o
desenvolvimento de resisténcia a diferentes macrolideos, dentre estes a azitromicina. A
sensibilidade ¢ avaliada segundo o didmetro da zona de inibicdo do crescimento
bacteriano. De acordo com o padrao estabelecido pelo CLSI (2009), os halos de inibi¢ao
da azitromicina correspondem a didmetros < 13 mm para isolados resistentes, >18 mm
para sensiveis e o intervalo de 14-17 mm para isolados com grau de inibicao
intermediario. Esses dados resultaram de estudos realizados a partir de amostras
humanas, desse modo, houve a necessidade da avaliagdo da suscetibilidade a
azitromicina em isolados animais a fim de se obter um resultado coerente e que reflita
valores reais para padronizagdo dos limites interpretativos.

O presente estudo avaliou 100 isolados de Staphylococcus spp. e detectou 55%
(55/100) de resisténcia através da técnica de difusdo em disco. Foi possivel detectar que,
o percentual de resisténcia em S. intermedius correspondeu a 57,1% (20/35), em S.
aureus foi de 63,3% (14/22), em S. hyicus foi de 38,5% (5/13), em SCP foi de 46,7%
(7/15), em SCN 75% (9/12). Para Bastonetes Gram-negativos foi analisado um total de
64 isolados de diferentes espécies de enterobactérias ¢ Pseudomonas spp. e este grupo
apresentou o percentual de 53,1% (34/64).

Limitando a avaliagdo do perfil de suscetibilidade dos isolados provenientes dos
diferentes processos infecciosos ao ensaio de difusdao em disco, seria possivel concluir
que a azitromicina apresentou melhor percentual de atividade em relagdo a
Staphylococcus spp. provenientes de casos de otite externa canina e para bastonetes
Gram-negativos isolados de casos de doenga do trato urinario.

O perfil de suscetibilidade dos Staphylococcus spp. frente antibioticos
macrolideos tem sido alvo de investigagdes desde 2005, quando teve inicio as pesquisas
em isolados bacterianos de infecgdes animais em paralelo ao langamento do antibidtico
azitromicina em sua formulacdo destinada ao mercado pet. Desde entdo tem sido
observado que o aumento crescente da prescricdo deste antimicrobiano de amplo-
espectro em clinica veterinaria foi acompanhado de significativos percentuais de
resisténcia “in vitro” em isolados bacterianos provenientes de diferentes tipos de
infecgdes de animais de companhia. Em comparacdo com os resultados obtidos em
2005, o percentual de resisténcia a azitromicina em Staphylococcus spp. foi de 52%
(PEREIRA et al.,, 2009). Estes resultados motivaram a ampliacio das andlises
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fenotipicas a partir de outros testes mais especificos e também a deteccdo de marcadores
genéticos dessa resisténcia utilizando-se a técnica de PCR.

5.4.2. Ensaios de Microdiluicio em Caldo

O teste de microdilui¢do em caldo ¢ considerado um padrao ouro para detec¢ao
fenotipica da resisténcia, sendo a metodologia mais utilizada em investigacdes que
avaliaram a atividade “in vitro” e perfil de resisténcia de isolados bacterianos frente a
azitromicina. O CLSI (2008) preconiza a utilizagdo desse teste para predi¢ao de
resisténcia e estabeleceu limites de CIM >8ug/mL de azitromicina para inibi¢ao do
crescimento de alguns microrganismos, entre estes, Staphylococcus spp.. Esses limites
interpretativos sao preconizados como padrdo de escolha do antimicrobiano ideal para o
tratamento de infec¢cdes humanas, assim os isolados provenientes de animais também
foram submetidos a essa técnica e os limites interpretativos tomados de acordo com o
padrao do CLSI (2008) (Figura 17).

Dessa maneira, no presente estudo, um total de 57% (57/100) dos isolados de
Staphylococcus spp. foram resistentes a concentragdes acima de 8ug/mL azitromicina.
Deste total 57,1% (20/35) dos isolados de S. intermedius foram resistentes, 44% (11/25)
de S. aureus, 61,5% (8/13) de S. hyicus, 53,3% (8/15) dos SCP e 66,7% (8/12) dos
SCN. Em relagdo aos Bastonetes Gram-negativos, 90,5% (57/63) destes apresentaram
valores de CIM superiores ou iguais ao limite de resisténcia padronizado.

Figura 17. Teste de microdilui¢do em caldo.

Em relacdo aos isolados de estafilococos avaliados, os percentuais de resisténcia
obtidos foram superiores aos encontrados na literatura, e contradizem a idéia de elevada
eficacia da azitromicina frente a este género bacteriano (MASKELL et al., 1990;
SLANEY et al., 1990; NEU, 1991; RETSEMA, 1999). A maioria dos estudos, por
avaliar isolados humanos, considera S. aureus como patégeno modelo para a
determinagdo da CIM e ndo avalia o perfil de atividade dessa droga em relagdo a outras
espécies desse género. No presente estudo, S. aureus esteve presente em apenas 22%
dos isolados, sendo S. intermedius a espécie que prevaleceu em 35% dos isolados ¢ as
espécies S. hyicus e SCN em 13% e 12%, respectivamente, ressaltando a importancia de
outras espécies de Staphylococcus spp. na etiologia de infec¢des de animais de
companhia e para a determinacdo do perfil de atividade antimicrobiana diferenciado
entre as espécies.
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O expressivo percentual de resisténcia observados nos BGN pode estar
diretamente relacionado a baixa eficacia do antibidtico frente a microrganismos
reconhecidamente resistentes, como Pseudomonas spp., Proteus mirabilis, Serratia
marcescens, Citrobacter freundii e Enterobacter spp., (NEU, 1991; RETSEMA, 1999)
que no presente estudo, corresponderam as espécies mais prevalentes.

5.4.3. Ensaios de Dilui¢io em Agar

Outra metodologia aplicada para a determinagao “in vitro” do perfil de atividade
da azitromicina foi a técnica da diluicdo em agar. Neste teste o antimicrobiano ¢
incorporado ao agar em diferentes concentragdes, sendo possivel a andlise de até 30
isolados em apenas uma placa de Petri (NCCLS/CLSI, 2003) (Figura 18). Portanto, tal
técnica representa uma alternativa pratica e de baixo custo para a avaliagdo do perfil de
suscetibilidade antimicrobiana, desde que seus resultados permitam uma boa correlagio
com a técnica da dilui¢do em caldo, ja citada como padrdo neste tipo de analise. Maskel
e colaboradores (1990) também utilizaram este procedimento para avaliagdo da
atividade “in vitro” da azitromicina e eritromicina contra cocos Gram-positivos,
Haemophilus influenzae e anaerébios. Terasawa (2006) também utilizou a técnica de
diluicdo em 4gar para determinar o perfil de resisténcia de isolados de SCN frente
diversos antimicrobianos, incluindo antimicrobianos da classe dos macrolideos.

Os mesmos valores da CIM para a técnica de microdiluicdo em caldo foram
utilizados como pardmetro para avaliacdo do percentual de isolados resistentes. Os
resultados obtidos apresentaram percentuais de resisténcia expressivos, tendo sido
detectado 65% (65/100) de isolados de Staphylococcus spp. resistentes a azitromicina.
Deste total 68,6% (24/35) dos isolados de S. intermedius foram resistentes, 56% (14/25)
dos S. aureus, 61,5% (8/13) para S. hyicus, 60% (9/15) dos SCP ¢ 76,9% (10/12) dos
SCN. O percentual de resisténcia dos Bastonetes Gram-negativos permaneceu
inalterado, em relacdo ao teste de microdiluigdo em caldo.

Figura 18. Teste de diluigdo agar. CP: Controle positivo, R: Resistente.
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5.4.4. Determina¢io da CIM para azitromicina

Diversos estudos avaliaram a CIMsp/99 em isolados obtidos a partir de processos
infecciosos humanos, porém existem poucos dados em relacdo a isolados obtidos de
animais. Essa questdo merece maior atencdo uma vez que a azitromicina ¢ uma
alternativa terapfutica e para tanto requer dados confiaveis que justifiquem sua
aplicagdo de forma a evitar a emergéncia de resisténcia em animais de companhia. O
presente estudo utilizou o método estatistico de regressdao simples segundo o modelo
cubico para determinar a CIM dos isolados bacterianos submetidos a concentragdes
crescentes de azitromicina. Dessa maneira, os valores de resisténcia obtidos pelas
técnicas de microdilui¢do em caldo e dilui¢do em agar foram utilizados como varidveis
para determinar o coeficiente de regressdo seguindo um modelo dose-resposta
(concentracao de azitromicina x inibi¢do bacteriana) (Figura 19).
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Figura 19. Grafico do perfil de atividade da azitromicina segundo resultados obtidos no teste de

microdilui¢do em caldo.

*Modelo dose-resposta (concentracdo de azitromicina x Taxa de inibicdo bacteriana) dos
isolados, (a) S. aureus, (b) S. intermedius, (¢) S. hyicus, (d) SCN, avaliados através do teste de

microdilui¢do em caldo.
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A determinacdo da CIMsy para azitromicina obtida a partir da técnica de
microdiluicdo em caldo apresentou valores de 16,0 pg/mL quando considerado
Staphylococcus spp. e quando avaliados em separado também foram obtidos valores de
16,0 pg/mL para os isolados de S. aureus e S. intermedius. Para os isolados de S. hyicus
e para SCN foram obtidos valores superiores a 32 pg/mL, porém o tamanho da amostra
ndo permitiu o calculo da significancia estatistica desses valores. A CIMy, apresentou
valores de 64 pg/mL quando considerado Staphylococcus spp. e valores de 128,0
ug/mL para S. aureus e 512 ug/mL para S. intermedius (Figura 19) (Anexo VII).

O perfil de atividade da azitromicina apresentado pelas espécies de
Staphylococcus spp. revelou que um pequeno aumento da concentragdo do antibidtico
foi capaz de aumentar significativamente a atividade inibitdria da azitromicina (taxa de
morte).

A diferenga entre os valores da CIM entre isolados humanos e animais aponta
para o fato de que o perfil de atividade dessa droga varia entre espécies bacterianas e
seus hospedeiros, destacando a importancia da prévia identificagdo do agente etiologico,
na prevengdo das falhas de tratamento e desenvolvimento da resisténcia. Outra
consideracdo importante pode ser observada em relagdo aos valores da CIM entre as
diferentes espécies de Staphylococcus spp., visto que muitas indicagdes terapéuticas
consideram S. aureus como agente etioldgico das infecgdes e adotam valores de CIM
correspondentes aos dessa espécie.

A CIMsy/9p também foi avaliada através da técnica de dilui¢do em agar. Quando
considerado Staphylococcus spp. a CIMsp/op correspondeu a valores de 32ug/mL e
256pg/mL. Quando considerado as espécies em separado foram obtidos os seguintes
valores: léug/mL e 256ug/mL para S. aureus, 32ug/mL e 128ug/mL para S.
intermedius. O perfil inibitorio da azitromicina manteve-se semelhante ao observado na
técnica de microdilui¢ao em caldo, porém no caso de S. intermedius pode-se observar
que a partir de uma determinada concentracdo de azitromicina a taxa de inibi¢do
permanece constante (Figura 20).

Em relagdo aos Bastonetes Gram-negativos os resultados da CIMs/oy detectados
pela técnica de microdilui¢do em caldo e diluicdo em agar foram de 256ug/mL e
>512pg/mL, respectivamente (Figura 21). De acordo com o comportamento
apresentado pelos BGN concentragdes muito altas foram necessarias para uma atividade
inibitéria satisfatoria, sendo que a taxa de morte bacteriana aumentou
proporcionalmente com o aumento da concentracdo de azitromicina. Os altos valores
observados podem estar relacionados a prevaléncia de enterobactérias e Pseudomonas
spp. reconhecidamente resistentes a azitromicina (Anexo VII).
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Figura 20. Grafico do perfil de atividade da azitromicina segundo resultados obtidos no teste de
diluicdo em agar.

*Modelo dose-resposta (concentragdo de azitromicina x Taxa de inibi¢ao bacteriana) dos isolados, (a) S.
aureus, (b) S. intermedius, (c) S. hyicus, (d) SCN.
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Figura 21. Grafico do perfil de atividade da azitromicina frente os BGN.

*Modelo dose-resposta (concentragdo de azitromicina x Taxa de inibicdo bacteriana): (a) teste de
microdilui¢do em caldo, (b) teste de dilui¢io em Agar.
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5.4.5. Teste de duplo disco para deteccio do fenotipo de resisténcia em
antibiéticos MLSg em Staphylococcus spp.

O total 100 Staphylococcus spp. foram submetidos ao teste de duplo disco para
caracteriza¢do dos fendtipos de resisténcia a macrolideos, sendo o disco de eritromicina
(15png) aplicado a 15mm de distancia ao de clindamicina (2pg), assim como o de
azitromicina (15pg). O fenodtipo MLSg foi caracterizado como constitutivo (¢cMLSg)
quando isolados resistentes apresentam halos de inibig¢do reduzidos ao redor dos discos
ou indutivo (iMLSg) quando halo de inibi¢do ao redor do disco de clindamicina sofre
uma constricdo de didmetro préximo ao disco de eritromicina ou azitromicina. J4 no
fenotipo M ocorre resisténcia apenas a eritromicina ou azitromicina. Um total de 52%
(52/100) dos Staphylococcus spp. foram resistentes a azitromicina, destes, 14 (14/52)
isolados apresentaram o fen6tipo cMLSg e quatro (4/52) fenotipo M. Dos 47% (47/100)
isolados resistentes a eritromicina, cinco (5/47) apresentaram fendtipo cMLSg e trés
(3/47) fendtipo M. Ja em 57% de isolados resistentes a clindamicina, cinco (5/57)
apresentaram resisténcia induzida.

5.4.6. Deteccao de marcadores genéticos da resisténcia 2 macrolideos em
Staphylococcus spp.

Posteriormente as analises fenotipicas foram investigadas os possiveis
marcadores genéticos da resisténcia a macrolideos em Staphylococcus spp. isolados de
infeccdes em animais de companhia. Os mecanismos bioquimicos envolvidos na
resisténcia aos macrolideos compreendem a alterag@o do sitio alvo, através producao de
metiltransferases, codificadas pelo gene erm, que reduzem a afinidade aos MLSg ou por
bombas de efluxo, codificadas pelo gene mef (LECLERCQ, 2002; LIM et al., 2002). A
rea¢do em cadeia de polimerase (PCR) foi aplicada para a deteccdo dos genes ermA,
ermB, ermC e mef implicados na resisténcia a macrolideos (Figura 22). O total de 12%
dos isolados Staphylococcus spp. foram positivos para o gene ermA, 3% foram positivos
para o gene ermB, 24% para o gene ermC, enquanto o gene mef ndo foi detectado nestes
isolados, sustentando a hipdtese a respeito da implicacdo das metiltransferases na
resisténcia a macrolideos.

Figura 22. Genes ermA (A) (421 pb), ermB (B) (639 pb) e ermC (512 pb) (B) de
Staphylococcus spp. isolados de animais de companhia em gel de agarose (1,5%). M: marcador
de peso molecular (100pb); 1: isolados ermA-positivo, 2: isolados ermB-positivo; 3: isolados
ermC-positivo; CN: controle negativo.
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Um total de 37% (37/100) dos isolados de Staphylococcus spp. foram positivos a
pelo menos um dos genes erm. A maioria dos isolados positivos para os genes erm foi
fenotipicamente resistente a azitromicina, com a excecdo de trés isolados que foram
positivos para os genes erm e foram fenotipicamente sensiveis a azitromicina. A
comparacao dos resultados obtidos nos testes fenotipicos e genotipicos que avaliaram o
perfil de suscetibilidade a azitromicina permitiu detectar a expressdo de 13 perfis de
resisténcia distintos que estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2. Perfis de suscetibilidade a azitromicina dos Staphylococcus spp. positivos
para genes erm (n=37).

Testes Fenotipicos Testes Genotipicos
Perfis (n de isolados) DDS MC DA ermA  ermB  ermC
1(9) R R R - - +
2(6) S R R - - +
3(4) R R R + - -
4(4) S R R + - -
5(3) R S S - - +
6(2) R S S + - -
7(2) R S R - - +
8(2) S S S - - +
9(1) R R R + - +
10(1) R R R - + -
11(1) S R S + - -
12(1) S R R + +
13(1) S S S - + -

*DDS : Teste de difusdo em disco simples ; MC : Testes de microdiluigdo em caldo ; DA : Teste de
diluicdo em agar.

Dos 14 isolados de Staphylococcus spp. avaliados pelo teste de duplo disco que
apresentaram fendtipo de resisténcia constitutiva (cMLSg) a azitromicina, sete (50%,
7/14) foram positivos para genes erm, dentre estes trés (3/7) foram positivos para o gene
ermA e ermC, respectivamente e apenas um (1/7) isolado foi positivo para o gene ermB.
Em outros cinco isolados de Staphylococcus spp. que expressaram fendtipo de
resisténcia induzida (iMLSg), apresentando o efeito chamado ‘‘zona D’’ proximo ao
disco de clindamicina, um total de quatro (4/5) isolados foram positivos para os genes
erm, sendo trés (3/4) isolados positivos para o gene ermA e um (1/4) positivo para o
gene ermC.

Estudos cientificos tém investigado os mecanismos genéticos de resisténcia a
macrolideos em diferentes espécies bacterianas e em diferentes reservatdrios animais.
Kimpe e colaboradores (2004) avaliaram 68 isolados de Enterococcus columbae e
Streptococcus gallolyticus da microbiota intestinal de 50 pombos e relataram a presenca
do gene ermB em 58 isolados de E. columbae ¢ em quatro isolados de S. gallolyticus, e o
gene mefA em cinco isolados de E. columbae. Martel e colaboradores (2003) avaliaram
33 isolados de Enterococcus spp. e Streptococcus spp. provenientes de espécimes
intestinais de porcos, e relataram a prevaléncia do gene ermB em isolados que
apresentaram fenotipo de resisténcia constitutiva aos MLSg e do gene mefA em isolados
com o fendtipo M. Liithje e Schwarz (2006) avaliaram 31 isolados de diferentes espécies
de Staphylococcus spp. coagulase-negativa provenientes de quadros de mastite bovina ¢
detectaram trés isolados positivos para o gene ermC com fenotipo constitutivo de
resisténcia aos MLSg, cinco isolados positivos para o gene ermC com fenotipo indutivo,
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e quatro isolados positivos para o gene ermB. No Brasil, Duarte e colaboradores (2004)
avaliaram 66 isolados de Streptococcus agalactiae de quadros de mastite bovina e
detectaram o gene ermB em nove (10,5%) isolados. Embora estes resultados apresentem
percentuais de prevaléncia que se diferenciam dos encontrados no presente estudo, estes
corroboram com a idéia de que a circulacdo de genes de resisténcia a macrolideos, como
0s genes erm, esteja ocorrendo em reservatorios animais e que estes representam risco de
transmissao para o homem.

5.5. Detecgao de marcadores da resisténcia a oxacilina em Staphylococcus spp.

A resisténcia a oxacilina pode estar associada tanto a hiperproducdo de PB-
lactamase, quanto por um mecanismo diretamente relacionado a alteragdes da PBP2a, em
isolados que possuem o gene mecA expresso. A transferéncia horizontal do gene mecA
em Staphylococcus spp. resultou na disseminagdo mundial de clones oxacilina ¢
multidroga-resistentes. Tendo como base estes conceitos, o presente estudo determinou o
perfil fenotipico e genotipico da resisténcia a oxacilina em isolados de Staphylococcus

spp..

5.5.1. Avaliacao fenotipica da resisténcia a oxacilina em Staphylococcus spp.

A deteccdo da resisténcia a oxacilina pela utilizagdo de métodos fenotipicos
apresenta problemas devido a expressdao heterogénea do gene mecA, visto que muitos
isolados resistentes a oxacilina em testes fenotipicos podem nao apresentar esse gene.
Por isso, vérias metodologias estdo sendo desenvolvidas e outras modificadas para
aumentar a deteccdo de isolados verdadeiramente resistentes a oxacilina. Diferentes
testes de suscetibilidade a oxacilina foram avaliados dentre estes: difusdo em disco
simples e modificada, Agar screen, microdilui¢do em caldo e diluigio em agar.

O teste de difusdo em disco simples detectou resisténcia a oxacilina em 37%
(37/100) dos Staphylococcus spp. avaliados, enquanto a difusdo em disco modificada
detectou 23% (23/100) e o teste Agar “screen” 57% (57/100) de resisténcia a oxacilina.
No entanto, os testes de microdiluicdo em caldo e diluicdo em dagar detectaram
expressivos percentuais de resisténcia, 77% (77/100) e 78% (78/100), respectivamente.

De acordo com os resultados dos cinco testes fenotipicos de avaliacdo da
suscetibilidade a oxacilina realizados, os isolados apresentaram 24 perfis de
suscetibilidade (Tabela 3), confirmando a heterogeneidade da resisténcia dos
Staphylococcus spp. a oxacilina.

O reconhecimento desta heterorresisténcia vem sendo um problema, devido as
diferencas de caracteristicas de crescimento. Possivelmente uma populacdo
heterorresistente contenha tanto organismos suscetiveis que exibam crescimento atipico
de estafilococos ndo-heterorresistentes, quanto organismos resistentes que cresgam mais
lentos, ou em condi¢des distintas de temperatura e concentragdo de NaCl
(AARESTRUP et al., 1995).
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Tabela 3. Perfis de suscetibilidade a oxacilina dos isolados de Staphylococcus spp.
(n=100) nos distintos testes fenotipicos.

Testes fenotipicos

Perfil (n de isolados)  MC DA AS DDM DDS
1(30) R R S S S
2(18) R R R S S

3(7) S S S S S
A7) R R S R R
5(5) R S S S S
6(5) R R R R R
7(3) S S S R R
8(3) S R S S S
9(2) S R R S S
102) S S R S S
112) R R S S R
12Q2) R S S S R
132) R R R R S
14(2) R S R S S
15(1) S S R R S
16(1) S S R R R
17(1) S R S R R
18(1) S R R S R
19(1) S R R R R
20(1) S R S S R
21(1) R S R R R
22(1) R R S S R
23(1) R R R R S
24(1) S S S S R

*MC: Testes de microdilui¢do em caldo; DA: Teste de diluicdo em agar; AS: Teste agar “screen”’; DDM:
Teste de difusdo em disco modificada; DDS: Teste de difusdo em disco simples.

5.5.2. Detecgdo do gene mecA em Staphylococcus spp.

Apos os testes fenotipicos, os isolados foram avaliados quanto a presenca do
gene mecA através da técnica de PCR e um total de 25% (25/100) dos isolados foi
positivo (Figura 23). Dentre a espécie Staphylococcus aureus 36,4% (8/22) foram
positivos para o gene mecA, para S. intermedius foram 22,8% (8/35) dos isolados e para
a espécie S. hyicus foram 23,1% (3/13). Em relag@o aos Staphylococcus spp. coagulase-
negativos, 50% (6/12) dos isolados foram positivos para o gene mecA, correspondendo
as espécies: S. xylosus (3/6), S. epidermidis (2/6) e S. hominis (1/6).
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Figura 23. Gene mecA (513 pb) de oito isolados de Staphylococcus intermedius. provenientes
de infecgcdes de animais de companhia em gel de agarose a 1,5%. M: marcador de peso
molecular (100pb); 1-8: isolados positivos; CP: controle positivo; RN: reagdo negativa.

Estudos desenvolvidos em todo o mundo apontam para o aumento de casos de
MRSA e do envolvimento de outras espécies de staphylococci portadoras do gene mecA
associados a casos de mastite bovina e doengas de cdes e equinos. Murakami e
colaboradores (1991) detectaram o gene mecA em S. epidermidis, S. haemolyticus, S.
sciuri, S. saprophyticus e S. caprae isolados a partir de espécimes animais. Um estudo
desenvolvido em hospitais veterinarios da Italia relatou 52,5% (32/61) de prevaléncia de
MRSA em isolados de ovinos, bovinos e caninos (CUTERI et al., 2005). Outro estudo
desenolvido na Coréia investigou diferentes processos infecciosos de 77 caes, tendo
sido relatada a prevaléncia de 22% de MRSA e também a detec¢do do gene mecA em S.
intermedius ¢ S. epidermidis (KWON et al., 2006). Walther e colaboradores (2008)
analisaram espécimes clinicos de 32 cdes e de 11 gatos obtidos em hospitais da
Alemanha e relataram a prevaléncia de MRSA em 5,4% e 7,4% dos isolados de origem
canina e felina, respectivamente.

No Brasil, Lilenbaum e colaboradores (1998) descreveram a ocorréncia de
resisténcia a oxacilina e presenga do gene mecA em isolados de S. intermedius e
Staphylococcus spp. coagulase-negativos obtidos a partir de gatos saudaveis. Coelho ¢
colaboradores (2007) avaliaram 29 amostras de mastite bovina e 30 amostras de otite
canina ¢ detectaram presenca do gene mecA em S. intermedius e S. aureus. Outro
estudo reportou que 6,6% dos isolados de Staphylococcus spp. provenientes de casos de
otite externa canina, foram resistentes a oxacilina e apresentaram o gene MmecA.
(COELHO et al., 2005).

Estes resultados apontam para importancia de se avaliar a ocorréncia de cepas
estafilococicas portadoras do gene mMecA em reservatorios animais, como forma de
monitorar sua disseminacao e criar medidas de controle em satude publica.

5.5.3. Avaliacio da resisténcia a multiplos antimicrobianos em
Staphylococcus spp. mecA-positivos

Foi possivel detectar que 88% (22/25) dos Staphylococcus spp. mecA-positivos
foram resistentes a pelo menos um dos antibidticos B-lactamico avaliados. Porém a
maioria dos isolados foi sensivel a associacdo [-lactamico+inibidor de B-lactamase
(ampicilina+tsulbactam e amoxicilina + 4acido clavulanico) (Tabela 4).
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Tabela 4. Perfil de resisténcia a antibioticos B-lactamico de Staphylococcus spp. mecA-
positivos (n=25).

Perfis (n de isolados)

mecA OXA CFO AMP AMO PENG AMC ASB

1(7) + R R R S R S S
2(6) + R R S S R S S
3(5) + R R R R R S S
4(3) + R S S S S S S
5(1) + R R R S S S S
6(1) + R R R S R S R
(1) + R S S S R S S
8(1) + R R S S R R S

*OXA: oxacilina; CFO: cefoxitina; AMP: ampicilina; AMO: amoxicilina; PENG: penicilina G; AMC:

amoxicilina + acido clavulanico; ASB: ampicilina+ sulbactam.

A maioria dos Staphylococcus spp. mecA-positivos (n= 25) apresentou perfil de
resisténcia a diferentes classes de antimicrobianos, dentre estas as fluoroquinolonas,
cefalosporinas, macrolideos, lincosamida, glicopeptideos e aminoglicosideos. Um total

de 68% (17/25) isolados apresentou o perfil de multirresisténcia, uma vez que foram

resistentes a pelo menos trés classes diferentes de antibidticos. Dentre estes isolados
41,2% (7/17) correspondeu a espécie Staphylococcus aureus, 35,3% (6/17) a S.
intermedius e 23,5% (4/17) a SCN (Tabela 5).

Tabela 5. Perfil de resisténcia a diferentes classes de antibidticos de Staphylococcus
spp. mecA-positivos (n= 25).

Perfis (n)

mecA ENO CIP NOR CFL CFO CRO ERI AZI CLI VAN

GEN

LNZ

1(4)
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3(3)
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5(2)
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* ENO: enrofloxacina; CIP: ciprofloxacina; NOR: norfloxacina; CFO: cefoxitina; CFL: cefalotina; CRO:
ceftriaxona; AZI: azitromicina; ERI: eritromicina; CLI: clindamicina; VAN: vancomicina; GEN:
gentamicina; LNZ: linezolida; n= niimero de isolados.
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O surgimento de amostras de Staphylococcus spp. multirresistentes nas tltimas
décadas foi relacionado com a pressdo seletiva exercida pelo uso indiscriminado de
antimicrobianos em medicina veterindria (FAGUNDES; OLIVEIRA, 2004). Esta
resisténcia proporciona aos Staphylococcus spp. uma vantagem seletiva para a
colonizagdo e infecgdo, limitando a acdo terapéutica da maioria dos antimicrobianos
disponiveis para o tratamento destas infec¢des (STRUELLENS et al., 1992; SHLAES et
al., 1997).

5.5.4. Avaliacao dos testes fenotipicos para deteccio da suscetibilidade a
oxacilina em Staphylococcus spp.

De acordo com os resultados obtidos nas cinco técnicas foi calculado a
sensibilidade e especificidade para determinar a acuracia dos testes na detecgdo
fenotipica da resisténcia a oxacilina em relacdo a expressao do gene mecA detectado
pela técnica de PCR. Esta andlise permite a avaliar quais técnicas sdo realmente capazes
de detectar os isolados verdadeiramente resistentes (sensibilidade) e sensiveis a
oxacilina (especificidade). A Tabela 6 apresenta os valores encontrados apos a analise
estatistica considerando todos os isolados de Staphylococcus spp..

Tabela 6. Percentual de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e
negativo dos testes de suscetibilidade a oxacilina em Staphylococcus spp. (n=100)

DDS*  DDM* AS* MC* DA*

Sensibilidade 54% 27% 100% 80% 73%
Especificidade 67% 77% 85% 24% 22%
Valor preditivo positivo 33% 30% 70% 26% 25%
valor preditivo negativo 82% 75% 100% 78% 70%

*Testes de suscetibilidade a oxacilina = DDS: difusdo em disco simples; DDM: difusdo em disco
modificada; AS: agar “screen”; MC: microdilui¢do em caldo; DA: microdiluicdo em agar.

De acordo com os resultados obtidos, o teste “4gar screen” apresentou
sensibilidade de 100%, o teste de microdiluicdo em caldo apresentou sensibilidade de
80%, ao passo que as outras técnicas apresentaram sensibilidade baixa e igual a 27%
para difusdo em disco modificada, 54% para a técnica de difusdo em disco simples e
73% para a diluicdo em 4agar. A sensibilidade das técnicas fenotipicas como método
preditivo da presenca do gene mecA ¢ dada pelos isolados que sdo resistentes nos testes
fenotipicos e que possuem o gene. Em relacdo a especificidade, o teste “Agar screen”
apresentou valores em torno de 85%, o teste de difusdo em disco modificada apresentou
valores de 77%, o teste de difusdo em disco simples 67%, e a CIM em caldo e em agar,
apresentaram 24% e 22%, respectivamente. A especificidade ¢ o poder de distinguir os
isolados sensiveis aos testes fenotipicos e que ndo apresentam o gene mecA (PEREIRA,
1995). De acordo com os resultados obtidos, o teste “Agar screen” apresentou
sensibilidade significativa, sendo o mais fidedigno na deteccdo da resisténcia a oxacilina
em isolados positivos para o gene mecA (Figura 24).
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Figura 24. Resisténcia a oxacilina avaliada através do teste de agar “screen”. A seta indica as
colonias crescidas em meio contendo oxacilina (6ul/mL).

Muitos trabalhos vém validando este teste como sendo capaz de detectar
isolados de Staphylococcus spp. resistentes a oxacilina e positivos para o gene mecA
(SWENSON et al., 2005). Este ¢ um teste simples e bastante econdmico quando
comparado aos testes de avaliagdo da concentragdo inibitéria minima, mas que deve ser
executado de forma cuidadosa, onde cada coldnia crescida, mesmo que pequena, deve
ser considerada resistente. Deve-se também averiguar corretamente o tempo e
temperatura de incubagao do in6culo, bem como em todos os testes.

A deteccio do gene mecA, ¢ considerada o método padrio ouro para
confirmagdo de isolados oxacilina resistentes. No entanto, relatos da literatura sdo
controversos no que diz respeito a estabilidade do gene mecA. Sakoulas e colaboradores
(2001) afirmaram que espécies estafilococicas mecA positivas apresentam instabilidade
genética e, podem perder o gene resultando em subpopulacdes sensiveis ao antibidtico o
que explicaria o perfil heterogéneo de resisténcia a oxacilina que vem sendo detectado.
Por outro lado, Lowy (2003) afirma que em uma populagdo bacteriana heteroresistente,
todos os individuos sdo portadores do gene mecA e que condi¢des ambientais e proprias
de cada populacdo seriam determinantes na expressdao da resisténcia. Tal idéia ¢
corroborada com estudos como o de Aarestrup e colaboradores (2001) que preconizam a
adi¢do de NaCl ao meio de cultivo para indugdo do fenotipo de resisténcia. Esta medida
foi implementada pelo CLSI com o objetivo de aumentar a acurdcia na detecgdo
fenotipica da resisténcia a oxacilina. Tais incongruéncias devem ser utilizadas como
base para uma avaliagdo criteriosa pela comunidade cientifica para a escolha de testes
fenotipicos que sejam mais conclusivos na predicdo da resisténcia a oxacilina e no
estabelecimento de populacdes sensiveis ou resistentes a este antibidtico.

A resisténcia a oxacilina em isolados que nao apresentam o gene mecA, pode ser
explicada pela hiperprodu¢do de P-lactamase ou ainda pode estd associada a
modifica¢ao de afinidade a outras “PBPs”, principalmente a PBP3 ¢ PBP4 (BROWN et
al., 2001; McKINNEY et al., 2001; PETINAKI et al., 2001).

5.5.5. Teste de suscetibilidade a cefoxitina e gene mecA

O teste de difusdo em disco utilizando-se cefoxitina detectou 53% de isolados
resistentes. O teste de difusdo utilizando o disco de cefoxitina foi mais sensivel na
detecgdo da resisténcia em isolados Staphylococcus spp. mecA-positivos, que o disco de
oxacilina frente a todos os 100 isolados de Staphylococcus spp. avaliados (Tabela 7).
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Tabela 7. Percentual de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e
negativo dos testes de difusdo com disco de oxacilina e cefoxitina em Staphylococcus
spp. mecA-positivos (n=100).

Sensibilidade Especificidade VPP VPN
Oxacilina 54% 67% 33% 82%
Cefoxitina 92% 61% 45% 96%

*VPP: valor preditivo positivo, VPN: valor preditivo negativo.

Recentemente o CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute, 2008),
padronizou o uso do disco de cefoxitina, uma cefalosporina de segunda geracao, para
correlacdo com a presengca do gene MecA por ser um forte indutor de seu sistema
regulatério. Segundo Murakami e colaboradores (1991), a cefoxitina induz a producao
de PBP2a e tém provavelmente uma afinidade elevada para PBP2 estafilocdcica.

Estudos tém relatado maior eficacia em testes de difusdo em disco com
cefoxitina correlacionado com a presenca do gene mecA, em relagdo ao uso da oxacilina
(DANCER, 2001). Skov e colaboradores (2003) e Cauwelier e colaboradores (2004),
obtiveram 100% de sensibilidade e especificidade utilizando o teste de difusdo em disco
com cefoxitina. No entanto, Hussain e colaboradores (2000), encontraram resultados
muito semelhantes para a sensibilidade e especificidade da difusdo em disco de
oxacilina e cefoxitina. Palazzo e Darini (2006) afirmaram que o método de difusdao em
disco com cefoxitina e oxacilina podem ser utilizados como testes iniciais para
determinacdo da suscetibilidade a meticilina em isolados de Staphylococcus spp., mas
ressaltaram o fato de que a combinagao dos dois métodos pode minimizar erros.

5.5.6. Deteccao de Genes reguladores do sistema mec em Staphylococcus
Spp.

A técnica de PCR foi aplicada para a detec¢do de genes reguladores do sistema
mec (mecl-mecR1), com o objetivo de verificar o perfil fenotipico de heterorresisténcia
a oxacilina (Tabela 8).

No presente estudo 56% (14/25) dos isolados positivos para o gene mecA foram
negativos para o gene mecl e fenotipicamente resistentes a oxacilina na maioria dos
testes. Estes resultados corroboram com trabalho desenvolvido por Lee (2006) que
relatou que a producao constitutiva da PBP2A, mediada pelo gene mecA, ocorre quando
a atividade repressora do gene mecl for alterada por mutagdes e delecdes.

O gene mecl foi detectado em 8% (8/100) dos Staphylococcus spp., tendo sido
considerado positivo o isolado que amplificou para ao menos um dos genes avaliados
(meclA:639pb; meclIB: 348pb). Do total de 25 isolados mecA positivos, quatro (4/25)
Staphylococcus spp. foram positivos também para o genes mecl e apresentaram fenotipo
de sensibilidade a oxacilina na maioria dos testes realizados. Este resultado corrobora
com Archer e colaboradores (1995) que relataram a atividade repressora do gene mecl
como sendo a responsavel pela expressdo de fendtipos de sensibilidade a oxacilina em
isolados de Staphylococcus spp. mecA-positivos.
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Tabela 8. Genes do sistema regulatdrio mec e fendtipo de resisténcia a oxacilina em
Staphylococcus spp. (n=100)

Genes do sistema
Fenotipo de resisténcia a oxacilina regulatorio mec

Perfil (n de isolados) DDM DDS AS MC DA CFO mecA mecl mecR1

1(14) S S S R R S - - -
2(13) S S S R R R - - -
3(12) R R R S R S - - -
4(10) S S R R R S - - -
5(8) R S R S S S - - -
6(6) S R S R R R - - -
7(4) S S s S s s - - -
8(3) R R R R R R + - -
9(3) S S R R R R + - -
10(3) S S R R R R + - +
11(3) S S s s s s + + -
122) S R R R R R + - +
13(2) S S S R R S - + -
14(2) S S R R S R + ; -
15(1) S S R S S R + - +
16(1) S S R S S R + - +
17(1) R S S S s s . - +
18(1) S S S S R R - - -
19(1) S S R S S S + + -
20(1) R R R R S S + - -
21(1) R R R S S R + ; -
22(1) R S R R R R + : -
23(1) S S R S R R + - -
24(1) S S R R R S + - -
25(1) S R R R R R + ; -
26(1) S S R R R S + + +
27(1) S S R S R R + + +
28(1) S R R R S R + + +
29(1) S R R R R R + + +

*DDM: difusdo em disco modificada; DDS: difusdo em disco simples; AS: agar “screen”; MC:
microdilui¢ao em caldo; DA: microdilui¢do em Agar; CFO: difusdo em disco com cefoxitina.

O gene mecR1 foi detectado em 12% (12/100) dos isolados, deste total sete
(7/12) isolados também foram positivos para o gene MecA e apresentaram fenotipo de
resisténcia a oxacilina em pelo menos dois testes realizados. Este resultado corrobora
com a teoria relatada por Mckinney e colaboradores (2001) a respeito do controle
exercido pelos genes mecR1 e mecl sobre o gene mecA. Segundo os autores o produto
do gene mecl reprime a expressao do mecA ao se ligar ao operador. Esta repressao pode
ser revertida pela presenca de oxacilina ou qualquer outro B-lactimico no meio
(mecanismo de indu¢do). Ja a proteina MecR1 (produto do gene mecR1) ¢ uma proteina
de membrana envolvida em um sistema de transducdo de sinal, qual reconhece a
presenca de [-lactdmicos através de seu dominio extracelular. Seu dominio
citoplasmatico apresenta atividade de protease e degrada a Mecl, permitindo assim a
transcri¢ao do gene mecA e consequentemente o fenotipo de resisténcia a oxacilina.

No presente estudo foram detectados quatro (4/25) isolados com todos os genes
do sistema mec (mecA-mecl-mecR1) e estes apresentaram resisténcia a oxacilina na
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maioria dos testes fenotipicos. Estes resultados nao corroboram com os trabalhos de
Hiramatsu (1995) e Kuwahara-Arai e colaboradores (1996) que detectaram em cepas de
Staphylococcus aureus, cujos genes estavam intactos, o fendtipo de sensibilidade a
oxacilina, devido a forte repressdo do gene mecl sobre o gene mecA. Estes autores
classificaram estas cepas de pré-MRSA e segundo Lee (2005), em estudo com S. aureus
isolados de bovinos, suinos e aves, foi encontrada prevaléncia dessas cepas em animais
comparadas as humanas.

No presente estudo, trés isolados apresentaram resultados convergentes quanto a
deteccao dos genes deste sistema. A literatura aponta para o fato de que podem ocorrer
mudangas nos genes do sistema regulatério mec desencadeadas por mutagdes, fagos,
plasmideos e transposons gerando perfis genéticos diferenciados. Katayma e
colaboradores (2001) relataram a existéncia de cinco classes diferentes de complexo
mec. A classe A, que contem o complexo mecR1 e mecl intacto. A classe B, que contem
o gene mecl e o dominio citoplasmatico do gene mecRI truncados por uma IS1272. A
classe C que subdivide-se em, C1 que contem o dominio citoplasmatico do gene mecRI
e todo o gene mecl truncados pela IS431 e C2 que possui tanto o dominio
citoplasmatico quanto o transmembrana do gene mecR1 e todo o gene mecl truncados
pela [S43. Na classe D o gene mecl est4 deletado e o dominio transmembrana do mecR1
estd truncado pela IS431. Esta diversidade de classes do complexo mec podem explicar
em parte a disparidade de perfis encontrados no presente estudo, quando foram
avaliados o genotipo e fendtipo de resisténcia a oxacilina. Este fato aponta para a
necessidade de futuras avaliacdes de sequenciamento genético dos isolados de
Staphylococcus spp. para se tragar uma correlagdo efetiva entre o gendtipo e o fenotipo
de resisténcia a oxacilina.

Outros trabalhos cientificos baseados em sequenciamento genético também
detectaram a ocorréncia de isolados que ndo apresentam todos os genes do sistema mec
e associaram este fato a possiveis delecdes genéticas. Petinaki e colaboradores (2001)
realizaram sequenciamento do sistema mec relataram que de um total de 49 cepas de
Staphylococcus aureus mecA-positivos, 13 cepas apresentaram os genes mecR1-mecl
intactos. Os autores relataram que 11 cepas Staphylococcus aureus mecA-positivos
carreavam apenas o gene mecR1 e apresentaram dele¢cdo no gene mecl, e que sete (7/49)
ndo carreavam os genes desse sistema regulatorio. Os autores também detectaram
delegdes do sistema regulatorio mec em diferentes espécies de Staphylococcus
coagulase-negativos e em S. epidermidis. Rosato e colaboradores (2003) avaliaram 73
isolados de S. aureus e detectaram os genes mecA, mecR1,mecl intactos em 56 isolados,
os outros 17 isolados apresentaram delecdes no gene mecl.

5.5.7. Produgio de B-lactamases por Staphylococcus spp.

5.5.7.1. Testes fenotipicos de detec¢cao da producio de B-lactamases

Um total de 58% dos isolados foi positivo para produgao de -lactamases a partir
do teste deteccdo em fita. O teste nitrocefin detectou 38% (38/100) de isolados
positivos para a producdo de B-lactamases, sendo este o teste recomendado pelo CLSI
(2008). De Oliveira e colaboradores (2000), ao testar 811 isolados de S. aureus
detectaram 57% de positividade para a producdo da enzima.

A Tabela 9 apresenta o perfil de suscetibilidade a alguns antibidticos B—
lactdmicos dos 38 isolados Staphylococcus spp. positivos para f—lactamases pelo teste
de nitrocefin.
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Tabela 9. Perfil de suscetibilidade a alguns antibidticos [-lactdmicos dos
Staphylococcus spp. produtores de B-lactamase (n=38) detectada através do teste de
nitrocefin.

Teste de
Perfil(n* isolados) AMP AMO PENG ASB* AMC* Nitrocefin
1(10) R S R S S +
2 (8) S S S S S +
3(7) S S R S S +
4 (6) R R R S S +
5(5) R R R R S +
6(2) R R R S R +

*AMP: ampicilina; AMO: amoxicilina; PENG: penicilina G; ASB: ampicilina + sulbactam; AMC:
amoxicilina + acido clavulanico; n: numero de isolados.

Foi possivel detectar que 34,2% (13/38) dos isolados positivos para produgdo de
B-lactamases também apresentaram resisténcia aos trés antibioticos -lactdmicos
avaliados: penicilina G, ampicilina e amoxicilina (perfis 4, 5 e 6). O perfil 1 apresentou
resisténcia a penicilina G e ampicilina (26,3%, 10/38), e o perfil 3 apenas a penicilina G
(18,4%, 7/38). O perfil 5 apresentou resisténcia de 13,1% (5/38) a associacdo ampicilina
+ sulbactam e o perfil 6 de 5,2% (2/38) a amoxicilina + 4cido clavulanico. Os isolados
nitrocefinase-negativos, foram em sua maioria sensiveis as associagdes, antibidtico -
lactamico + inibidores de B-lactamase (97,8%, 60/62).

5.5.7.2. Detec¢ao dos genes do sistema blaZ em Staphylococcus spp.

A literatura relata que a produgdo de PB-lactamases em Staphylococcus spp. €
regulada pelos genes do sistema regulatorio blaZ (blaZ, blal e blaR1). Estes genes
foram detectados em Staphylococcus spp. de origem animal por Olsen e colaboradores
(2006) que investigaram 187 Staphylococcus spp. de casos de mastite bovina e
relataram uma prevaléncia de 76,5% na detecgdo dos genes do sistema blaZ.

No presente estudo os genes do sistema blaZ (blaZ-blal-blaR1) que regulam a
produgdo de [B-lactamases foram investigados através da técnica de PCR nos 100
isolados de Staphylococcus spp. identificados (Figura 25 ) (Tabela 10).

Figura 25. Genes blaZ dos Staphylococcus spp.de infecgdes de animais de companhia em gel
de agarose a 1,5%. M: marcador de peso molecular (100pb); 1- isolado positivo para Gene
blaZzB (737pb); 2- positivo para gene blaZA (639pb); 3- positivo para gene blalA (513pb); 4-
positivo para gene blalB (513pb); 5- positivo para gene blaRI ( PB); CN: controle negativo.
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Uma vez que a resisténcia a oxacilina pode também esta relacionada a producao
de enzimas B-lactamases inativadoras deste antibidtico, a tabela 10 apresenta os dados
de resisténcia a oxacilina e detec¢do dos genes do sistema blaZ .

Tabela 10. Detec¢do dos genes blaZ e resisténcia a oxacilina em Staphylococcus spp.
(n=32).

Resisténcia a OXA Genes do sistema blaZ
Perfil (n de isolados) DDM DDS AS MC DA CFO mecA blaZz blal blaR1l
1(4) S S S S S S - + + -
2(3) R S R S S S - + ; -
303 S S S R R S - + + -
4(2) S S S R R R - + - -
5(Q) S S S S S R + + + -
6 () S S R S S R + + + -
7(2) R R R S R 8 ; + + ;
8(2) R R R S R S - + - -
9(Q2) S S R R R S - + + +
10 (1) S S S S S S + + + -
11(1) S S S R R R - + + ]
12 (1) S S R R R S - + + -
13 (1) S S R S S S + + + ]
14 (1) R S R S S S - + + -
15 (1) R S S S S S - + + -
16 (1) R R S R R R - + - -
17 (1) R S S R R R - + ; ;
18 (1) S R S R R R - + + +
19 (1) S S S R R S - - + -

*OXA: oxacilina; DDS: difusdo em disco simples; DDM: difusdo em disco modificada; AS: agar “screen”; MC:
microdiluicdo em caldo; DA: microdiluicdo em agar; CFO: difusdo em disco com cefoxitina.

No presente estudo foram detectados 32% (32/100) isolados positivos para os
genes de sistema blaZ.

Foi possivel detectar que 28,1% (9/32) dos isolados foram positivos apenas para
o gene blaZ (indutor). Estes isolados foram mecA-negativos e apresentaram-se
fenotipicamente resistentes a oxacilina, corroborando com a teoria do envolvimento de
B-lactamases como possivel mecanismo de resisténcia a oxacilina em Staphylococcus
spp.-

O sistema completo blaZ-blal- blaR1 foi detectado em 9,4% (3/32) dos isolados,
que foram negativos para o gene MeCA e fenotipicamente resistentes a oxacilina. Este
resultado encontra suporte em trabalhos cientificos que definem o papel dos genes blal
e blaR1l como componente reguladores da sintese da B-lactamase. O gene blal esta
localizado em uma regido entre os genes reguladores blaR1 e blaZ. A ligacdo do
antibiodtico P-lactamico ao componente de membrana BlaR1 promove um sinal que ¢
transmitido através da membrana para o citoplasma da célula. Este sinal ¢ responsavel
pela remogdo do componente repressor (blal) localizado na regido entre os genes blaRl
e blaZ, permitindo assim a transcri¢do do gene blaZ e consequentemente da enzima f3-
lactamase determinando o fendtipo de resisténcia (LEWIS; DIKE, 2005).

Foi possivel detectar a presenca dos genes blaZz-blal em 59,3% (19/32) dos
Staphylococcus spp. avaliados. Deste total 28,6% (4/14) Staphylococcus spp. mecA-

72



negativos foram fenotipicamente sensiveis a oxacilina, confirmando a atividade
inibitoria da porgao blal sobre a expressdo da produgado de B-lactamase.

Foi possivel também detectar a presenca dos genes blaZ-blal em 18,7% (6/32)
Staphylococcus spp. mecA-positivos e fenotipicamente sensiveis a oxacilina. Este
resultado corrobora com dados de estudos anteriores baseados no sequenciamento
completo do gene mecA. Este estudo relata a existéncia de homologia entre a sequéncia
“upstream” do gene mecA com a sequéncia “upstream” do gene blaZ. Essa sequéncia
divergente comum especifica as proteinas sinalizadoras Mecl e MecR1, que sdo
similares as Blal e BlaR1. A resisténcia a oxacilina em Staphylococcus spp. pode entdo
ser controlada pelo sistema regulador blal e blaR1. Logo o sistema Blal regulado pelo
gene blal pode inibir a sintese tanto da B-lactamase quanto da PBP2a (MCKINNEY et
al., 2001).

Outros 28,1% (9/32) dos Staphylococcus spp. mecA-negativos, foram positivos
para os genes blaZ-blal ¢ fenotipicamente resistentes a oxacilina. Este resultado aponta

para o envolvimento de outros mecanismos de resisténcia, tais como, outras classes de
PBPs (por exemplo, PBP3 e PBP4).

5.5.7.3. Detec¢ao de genes do sistema regulatorio blaZ em Staphylococcus
spp. resistentes a multiplos antibiéticos f-lactamicos

O presente estudo buscou correlacionar a presenca de genes reguladores da
produgdo de enzimas [B-lactamases (genes blaZ) com o fendtipo de resisténcia aos
antibidticos B-lactamicos de Staphylococcus spp. provenientes de processos infecciosos
de animais de companhia com o intuito de verificar a ocorréncia desse possivel
mecanismo de resisténcia antimicrobiana (Tabela 11).

Foi detectado apenas o gene blaZ em 9% (9/100) dos isolados de Staphylococcus
spp. que foram positivos para o teste nitrocefin e resistentes pelo menos a penicilina G,
implicando uma possivel atividade indutora do gene blaZ sobre a produgdo de f-
lactamases. Destes 9 isolados, 2 foram mecA positivos (22,2%), podendo ter ocorrido
também a expressdo de PBP2a. Os demais 7 isolados blaZ positivos (7/9, 77,8%) foram
mecA negativos e resistentes a pelo menos um antibidtico B-lactaimico. Todos os
isolados blaZ positivos expressaram resisténcia a pelo menos um antibiotico -
lactamico e foram positivos no teste de nitrocefin, independente da presenga do gene
mecA, o que parece implicar este gene na mediacao desta resisténcia.

Um total de 19% (19/100) dos isolados foi positivo para os genes blaZ e blal. A
acdo inibitoria da expressdo do gene blal sobre o gene blaZ implicaria na auséncia da
producdo de [B-lactamases nestes isolados acarretando um fendtipo de sensibilidade.
Dois isolados (10,5%) apresentaram sensibilidade a todos os B-lactdmicos avaliados, no
entanto, foi observado que 36,8% dos isolados (7/19) foram resistentes a pelo menos um
antibiotico B-lactdmico e positivos para o gene mecA, que pode estar implicado no
fenotipo de resisténcia detectado através da expressao da PBP2a. Os demais 10 isolados
(52,6%) foram negativos para o gene MeCA porém expressaram alguma resisténcia, o
que deve ocorrer por outros mecanismos nao elucidados neste estudo. Destes, 5 isolados
(50%) foram positivos para deteccdo de P-lactamases através do teste de nitrocefin, o
que pode indicar a expressdo destas enzimas por meio de outros genes que ndo os do
sistema BlaZ.
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Tabela 11. Perfis de resisténcia a antibidticos f-lactamicos e a presenga de genes blaZ
de Staphylococcus spp. (n=100).

Testes de

ndeisolados  blaz blal blaRl AMP AMO PENG AMC ASB  Nitrocefin  mecA
Isolados positivos para gene blaZ (n=9)

4 + - - S S R S S + -
3 + - - R S R S S + -
2 + - - R S R S S + +
Isolados positivos para os genes blaZ e blal (n=19)
3 + + - R R R S S - +
2 + + - R R R S S - +
1 + + - S S R S S - +
1 + + - R S S S S - +
4 + + - R S R S S - -
2 + + - S S S S S - -
1 + + - S S R S S - -
3 + + - R S R S S + -
1 + + - S S R S S + -
1 + + - R R R S S + -
Isolados positivos para os genes blaZ, blal e blaRl (n=3)
1 + + + R R R R S + -
1 + + + R R R S R + -
1 + + + R S R S S + -
Isolado positivo para gene blal (n=1)
1 - + - S S R S S - -
Isolados negativos para os genes do sistema blaZ
6 - - - R S R S S - +
4 - - - S S S S S - +
1 - - - R R R S S - +
1 - - - S S R S S - +
2 - - - S S R S S + +
2 - - - R R R S S + +
7 - - - R S R S S + -
4 - - - R R R S S + -
3 - - - S S R S S + -
1 - - - R R R R S + -
1 - - - R R R R S + +
1 - - - R R S S R + +
16 - - - R S R S S - -
9 - - - S S S S S - -
5 - - - R R R S S - -
2 - - - S S R R S - -
1 - - - S S R S S - -
1 - - - S S R R S - -
1 - - - R S S S S - -

*AMP: ampicilina; AMO: amoxicilina; PENG: penicilina G; AMC: amoxicilina + acido clavulanico; ASB:
ampicilina + sulbactam.

Em apenas 3% (3/100) dos Staphylococcus spp. foi possivel detectar todos os
genes do sistema blazZ, blal e blaR1. Estes isolados foram positivos no teste de
nitrocefin e resistentes a trés antibidticos [-lactdmicos (penicilina, ampicilina e
amoxicilina) e negativos para o gene mecA confirmando a forte a¢do regulatéria do gene

74



blaRI sobe o blal. Da mesma forma, Yazdankhah ¢ colaboradores (2009) avaliaram 11
isolados de Staphylococcus spp. de casos de mastite bovina e detectaram oito (8/11,
72,7%) isolados positivos para os genes blaZ, blal ¢ blaR1 que foram resistentes a

penicilina e produtores de  —lactamases.
O teste do nitrocefin foi avaliado quanto a sensibilidade, especificidade, valor

preditivo negativo e positivo para avaliar sua capacidade em detectar a produgao de f-
lactamases regulada pelo gene blaZ, considerando o fato de que uma vez positivo para o

teste do nitrocefin o isolado deveria apresentar o gene blaZ.
A Tabela 12 apresenta os valores encontrados apos a andlise estatistica

considerando os 100 isolados de Staphylococcus spp..

Tabela 12. Percentual de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo e
negativo do teste de nitrocefin com a detecgdo do gene blaZ.

Teste de Nitrocefin

Sensibilidade 100%

Especificidade 70%
VPP* 31%
VPN* 100%

*VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo

5.5.8. Staphylococcus spp. e gene femA
A literatura descreve que o gene femA (132 pb) como um marcador da especifico

de Staphylococcus aureus. No presente estudo este gene foi detectado em 31,8% (7/22)
dos S. aureus avaliados (Figura 26).

M
L
-
-2
-
= -
L |
-
500pb-
100pb-

Figura 26. Gene femA (132 pb) de Staphylococcus aureus isolados de infec¢des de animais de
companhia em gel de agarose (1,5%). M: marcador de peso molecular (100pb), RN: reagdo

negativa, 1: isolado positivo (1), CP: controle positivo.
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Em trabalho desenvolvido por Iamafuku e colaboradores (1994), o gene femA
também nao foi detectado em todos os Staphylococcus aureus e os autores relataram
uma maior correlacdo entre este gene e a presenca do gene MecA e consequente
resisténcia a meticilina. No presente trabalho, de todos os S. aureus positivos para o
gene femA, um total de 63,6% (7/11) também apresentou o gene mecA (Tabela 13).
Segundo Vannuffel e colaboradores (1995) o gene femA auxilia o gene mecA a
expressar um alto nivel de resisténcia aos B-lactamicos. Estudos revelaram que a
inativacdo do gene femA aumenta a suscetibilidade a meticilina em S. aureus. Este gene
vem sendo associado a uma possivel alteragao na formacao da cadeia de pentaglicina,
alvo de alguns B-lactamicos (MAIDHOF et al.,1991).

Tabela 13. Deteccdo dos genes femA e mecA em Staphylococcus spp. isolados de
infecgdes em animais de companhia.

S. aureus S. intermedius S. hyicus SCN
(n=22) (n=35) (n=13) (n=12)
mecA + + - + + - - + + - - + + -
femA + - - + -+ - + -+ - + - -
nisolados 7 5 10 1 7 8 19 2 1 5 § 1 6 5

O presente estudo também detectou o gene femA em outras espécies de
Staphylococcus, que ndo S. aureus. Foi possivel detectar o gene femA em 53,8% (7/13)
dos S. hyicus e em 25,7% (9/35) dos S. intermedius e em uma espécie de SCN (8,3%,
1/12), S. epidermidis (Tabela 13). Estes resultados contrariam relatos a respeito da
especificidade desse gene em relacdo aos S. aureus, e apontam para o fato de que a
transferéncia interespecifica de genes pode esta ocorrendo em bactérias que compde a
microbiota de sitios organicos em animais de companbhia.

5.6. Avaliacao da possivel resisténcia cruzada entre azitromicina e oxacilina em
Staphylococcus spp. isolados de infeccdes em animais de companhia

Estudos relatam a possibilidade de resisténcia cruzada entre oxacilina e
azitromicina em isolados de Staphylococcus spp. através da transferéncia horizontal do
gene mecA (MASKEL et al., 1990; NEU, 1991; PETERS et al., 1992). Neu (1991)
observou que a CIMso/qg calculada de azitromicina para isolados de S. aureus suscetiveis
a oxacilina foi de 0,5 e 1,0 pg/mL, porém os valores aumentaram consideravelmente em
relacdo aos MRSA (CIMsg90 >128 pg/mL). O presente estudo correlacionou a presenca
do gene mecA com o perfil fenotipico e genotipico de resisténcia a azitromicina (Tabela
14).

Foi observado que 60% (15/25) dos Staphylococcus spp. mecA-positivos foram
fenotipicamente resistentes a azitromicina em pelo menos um teste e positivos para os
genes erm (Tabela 15). Corroborando com estudos que apontam para o desenvolvimento
de casos de resisténcia e a circulacdo de genes de resisténcia a macrolideos, tais como
genes erm e¢ mef em isolados de Staphylococcus spp. portadores do gene mecA
(SCHMITZ et al., 2000).
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Tabela 14. Genotipo e fendtipo de resisténcia a azitromicina em Staphylococcus spp.
mecA-positivos. (n=25 isolados).

Genotipo de Genotipo de resisténcia  Fenotipo de resisténcia
resisténcia a oxacilina a azitromicina a azitromicina
Perfil (n isolados) mecA ermA ermB ermC DD MC DA
1(4) + - - + R R R
2(3) + - - + S R R
3(3) + - - - S S S
4(2) + - - - R R R
5(2) + - - - S S S
5(2) + - - - S R R
6(1) + + - - R R R
7(1) + + - - R S S
8(1) + + - - S R S
9(1) + - + + S R R
10(1) + - - + R S S
11(1) + + - - R S S
12(1) + - - + R R R
13(1) + - - - R S R
14(1) + - - - R S S

*DD: teste de difusdo em disco; MC: teste de microdiluigdo em caldo; DA: teste de dilui¢do em Agar.

O gene ermC  foi detectado em 28% (7/25) dos Staphylococcus spp. mecA-
positivos e apresentou-se prevalente em relacdo aos genes ermA presente em 16% (4/25)
e ermB em 4% (1/25) dos isolados, respectivamente, ao contrario do que ¢ apontado
pela literatura. Schmitz e colaboradores (2000) e Lim e colaboradores (2002) relataram
a prevaléncia de isolados MRSA ermA-positivos, no entanto, estes autores discutem que
0 gene ermA esteve associado a resisténcia a macrolideos até a década de 70, e que o
gene ermC tornou-se prevalente em Staphylococcus aureus recentemente.

Os resultados detectados apontam para o fato de que a expressao da em isolados
de Staphylococcus spp. mecA-positivos pode reduzir a eficiéncia da azitromicina
quando estes agentes estdo envolvidos na etiologia de processos infecciosos de animais
de companhia.

5.7. Correlacio entre a presenca de genes do sistema blaZ e a resisténcia a
azitromicina em Staphylococcus spp. isolados de infeccGes em animais de
companhia

A emergéncia de resisténcia a azitromicina pode estar associada com a presenca
de genes que codificam proteinas alteradas como também com a expressao de -
lactamases (PETERS et al., 1992; BINGEN et al., 2002; HANSEN et al., 2002; LOW, et
al., 2002). O presente estudo também avaliou a possivel relagdo entre 0 mecanismo de
resisténcia antimicrobiana determinado pela producdo de enzimas P—lactamases com
perfil fenotipico e genotipico de resisténcia a azitromicina (Tabela 15).
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Tabela 15. Perfil de resisténcia a azitromicina e a presenga de genes blaZ de
Staphylococcus spp. (n=100).

Genes do sistema  Fendtipo e genotipo da Resisténcia a
blaz azitromicina

n de isolados blaZ blal blaRI DDS MC DA ermA ermB ermC
Isolados positivos para os genes blaZ e blal (n=19)

1 + + - R S R - - +
2 + + - S R R - - +
2 + + - R R R + - -
1 + + - S S R - + -
2 + + - S R R - - -
4 + + - S S S - - -
3 + + - R R R - - -
3 + + - R S S - - -
1 + + - R S R - - -
Isolados positivos para os genes blaZ (n=9)

2 + - - R R R - - +
2 + - - S R R - - +
1 + - - S R R + - -
2 + - - R R R - - -
2 + - - S S R - - -

Isolados positivos para genes blaZz, blal e blaR1 (n=3)
1 + + + R R R - - +
1 + + + S R R - - -
1 + + + R R R - - -

Isolado positivo para o gene blal (n=1)
1 - + - S S S - - -

Isolados negativos para os gene do sistema blaZ (n=68)

2 - - - R R R + - +
1 - - - S R R - + +
4 - - - R R R + - -
2 - - - R S S + - -
1 - - - S R S + - -
2 - - - S R R + - -
1 - - - R R S - + -
6 - - - R R S - - +
3 - - - S R R - - +
1 - - - R S R - - +
4 - - - R R S - - +
12 - - - S S S - - -
13 - - - R R R - - -
12 - - - S S R - - -
3 - - - R S S - - -
3 - - - R S R - - -
1 - - - S R S - - -

*DD: teste de difus@o em disco; MC: teste de microdiluicdo em caldo; DA: teste de diluicdo em Agar.

Os nove isolados blaZ positivos foram resistentes a azitromicina em pelo menos
um dos testes realizados, onde quatro isolados (44,5%) foram negativos para os genes
erm, indicando uma possivel atuacdo de P—lactamases. Os outros 5 ( 55,5%) foram
positivos também para os genes erm, podendo ocorrer o envolvimento dos dois
mecanismos de resisténcia.
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Dos 19 isolados blaZ e blal positivos, apenas quatro isolados (21,1%) erm-
negativos, foram sensiveis a azitromicina em todos os testes. Outros seis isolados
(31,6%) foram positivos para os genes €rm e fenotipicamente resistentes a azitromicina,
indicando a atuacdo destes genes no mecanismo de resisténcia através da produgdo de
metiltransferases. Outros nove isolados blaZ e blal positivos foram negativos para os
genes erm e resistentes em pelo menos um dos testes fenotipicos, podendo neste caso
estar envolvidos outros mecanismos de resisténcia.

Nos 3% (3/100) dos Staphylococcus spp. que apresentaram todos os genes do
sistema blaz, blal ¢ blaR1 foi detectada resisténcia a azitromicina. Apenas 1 isolado
também apresentou o gene erm.

5.8. Fatores de viruléncia
5.8.1. Producio de “slime” e genes icaA e icaD

Foi detectada produ¢do de “slime”, em diferentes escalas (Tabela 16), em 81%
(81/100) dos Staphylococcus spp. avaliados pela técnica de microplaca (Figura 27).

Figura 27. Técnica da microplaca revelando a producdo de “slime”, por Staphylococcus spp.
isolados de infecgdes em animais de companhia. 1- isolado forte produtor (+++), 2- isolado
produtor moderado (++), 3- isolado fraco produtor (+), 4- isolado ndo produtor (-).

Tabela 16. Niveis de produgdo de “slime” dos 100 isolados de Staphylococcus spp.
provenientes de infecgdes em animais de companbhia.

Producio de “slime”

Espécies - + ++ +++
S. aureus 27,3% (6/22) 31,8% (7/22) 18,2%(4/22) 22,7% (5/22)
S. intermedius 17,2% (6/35) 22,9%(8/35) 22,9%(8/35) 37,1%(13/35)
S. hyicus 7,7% (1/13) 53,8% (7/13) 15,3%(2/13) 23,1% (3/13)
SCP 27,8%(5/18) 38,9% (7/18) 11,1%(2/18) 22,2%(4/18)
SCN 0% 25%(3/12) 41,7%(5/12) 33,3%(4/12)

*(-): ausente; (+): fraco; (++): moderado; (+++): forte.
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Quanto as espécies de Staphylococcus a maioria foi produtora de “slime”, dentre
estas a totalidade de isolados de Staphylococcus spp. coagulase-negativos (n=12),
apontando para uma importante estratégia de patogenicidade destas espécies. No
presente estudo estas espécies estiveram associadas a infec¢des de pele, conduto
auditivo externo € mucosa oral, e este fator pode ter favorecido a colonizagdao destes
sitios. Para as espécies coagulase-positivas foi detectado percentual de producdo de
“slime” de 72,7% (16/22) e 82,8% (29/35) em Staphylococcus aureus e S. intermedius,
respectivamente, que foram as espécies prevalentes nos casos de piodermatite, otite
externa e infec¢des urinarias. Quanto a espécie S. hyicus foi detectado um expressivo
percentual de produgdo de “slime” (92,3%) nestes isolados, alertando para o fato de que
embora esta espécie tenha sido pouco associada a infecgdes em animais, a expressao
desse fator de viruléncia aponta para seu potencial patogénico.

Quanto a presenga dos genes icaA (1315pb) e icaD (381pb) (Figura 28), foi
encontrado um percentual de 15% (15/100), respectivamente. O percentual encontrado
de Staphylococcus spp. positivos para ambos os genes foi de 2% (2/100). A baixa taxa
de deteccdo destes genes comparada ao elevado percentual de detec¢do de “slime”
através da técnica da microplaca (81%) sugere o envolvimento de outros genes que nao
foram amplificados ou a intensidade da producdo do “slime” pode estar relacionada as
caracteristicas fenotipicas proprias dos estafilococos (ARCIOLA et al., 2001).

Figura 28. Genes icaD e icaA em Staphylococcus spp. de infecgdes de animais de companhia,
em gel de agarose a 1,5%. M: marcador de peso molecular (100pb); 1: isolado positivo para o
gene icaD (381 pb); 2: isolado positivo para o gene icaA (1315pb). RN: reagdo negativa;

Na técnica do dgar Vermelho Congo (Figura 29) foi observado um crescimento

de colonias produtoras de “slime” apresentando duas tonalidades (cinza escuro e negra),
que totalizaram 62% (62/100) dos Staphylococcus spp..
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Figura 29. Colo6nias de Staphylococcus spp. isolados de infecgdes em animais de companhia
crescidas em agar Vermelho Congo. A: Col6nia produtora de “slime” (muito negra); B: Colonia
fracamente produtora de “slime” (cinza) e C: Colonia negativa para a producdo de “slime”
(vermelha)

A producdao de “slime” avaliada por esta técnica também foi elevada em
comparacdo a presenca dos genes icaAD (Tabela 17).

Tabela 17. Presenca dos genes icaAD e caracteristica de coloragdo em agar vermelho
congo por Staphylococcus spp.

Genes
N° de
isolados icaA icaD Vermelho Congo
32 - - Vermelho
27 - - Preto
13 - - Bordo
8 - + Preto
7 + - Preto
5 - + Bordd
3 + - Vermelho
3 + - Vermelho
2 + + Preto

* - negativo; +: positivo.

Existem dados na literatura, que associam a presenga de ambos os genes com as
variagdes de coloragdo das colonias crescidas em dgar Vermelho Congo, mostrando que
nem sempre que hd a presenca dos genes ha concomitante producdo de “slime” e
consequente coloragdo negra da colonia (ARCIOLA et al., 2001). No presente trabalho
esta associagdo ocorreu em apenas 17% (17/100) dos isolados, os quais ou apresentaram
um dos genes ou foram positivos para ambos os genes iCaA ¢ icaD e apresentaram
coloragdo negra.

No entanto, 11% (11/100) dos isolados foram positivos para o gene iCaA ou
para o gene icaD e ndo apresentaram a coloragdo negra tipica de isolados positivos para
produgdo de “slime”. Os testes estatisticos ndo detectaram correlagdo entre a presenga
dos genes ica e a producdo de “slime” em agar Vermelho Congo (Anexo XI). A
avaliacdo das caracteristicas coloniais neste dgar nao ¢ quantitativa e muito subjetiva,
uma vez que existem inumeras variagdes de coloragdo que podem ocorrer desde a cor
preta até a vermelha, como foi encontrado no presente trabalho (colonia cinza e bordo).
O fato da nao expressao do fendtipo positivo para “slime” nos isolados positivos para os
genes pode estd envolvida com as condi¢cdes de cultivo as quais foram submetidos,
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sendo possivelmente necessaria uma maior concentracdo de agucar no agar ou maior
tempo de incubagao.

5.8.2. Producio de hemolisinas e genes hla e hib

Dos isolados Staphylococcus spp. testados, 43% (43/100) foram hemoliticos,
destes 22% (22/100) foram produtores de hemolise parcial, 15% (15/100) apresentaram
hemolise total e 6% (6/100) foram produtores de ambas as hemolisinas (Figura 30).
Logo, de todos os isolados produtores, 48,3% (21/43) apresentaram a [-hemolisina
corroborando com autores que observaram que os estafilococos de origem animal se
caracterizam por produzir principalmente esta hemolisina (DEMO, 1996). Os
Staphylococcus spp. produtores de B-hemolisina foram frequentes nos casos de otite
externa canina, piodermatite e infeccdo do trato urindrio. A membrana desses tecidos
organicos possui esfingomielina, que pode ser degradada pela B-hemolisina segundo sua
atividade de esfingomielinase, apontando para importancia desse fator de viruléncia na
patogénese destas infecgdes.

=
—

Figura 30. Producdo de hemolisinas por Staphylococcus spp. isolados de infec¢des em animais
de companhia. A seta indica um isolado produtor de a-B-hemolisinas em placa de agar sangue
apresentando outros isolados negativos para a producdo de ambas as hemolisinas.

Em 57% (57/100) dos Staphylococcus spp. nao foi detectada a atividade
hemolitica. Estes isolados foram posteriormente submetidos ao teste de sinergismo
hemolitico (SHA). O efeito sinérgico foi positivo em 38,6% (22/57) dos isolados que
ndo haviam apresentado hemolisinas. Acredita-se que os isolados que desenvolvem tal
fenomeno sdo portadores da y-hemolisina que é expressa somente em presenca de [3-
hemolisina (REINOSO, 2004). No entanto, outros autores afirmam que o fendmeno de
sinergismo hemolitico ¢ independente da producdo de hemolisinas, porém sua agdo ¢
considerada potencializadora para isolados hemoliticos, permitindo aos Staphylococcus
spp. uma melhor capacidade de colonizacdo de sitios organicos (WATTS, 1988).

A baixa expressao de hemolisinas dos isolados avaliados pode estar relacionada
aos multiplos repiques realizados ou ao longo periodo de estocagem, sob congelamento,
aos quais estes isolados foram submetidos.

Ap6s a analise fenotipica da expressdo de hemolisinas foi realizada a técnica de
PCR-multiplex para a detec¢ao dos genes hla e hlb (210pb ¢ 300 pb, respectivamente)
(Figura 31).
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Figura 31. Genes hla (210pb) e hlb (300pb) em Staphylococcus spp. isolados de infec¢des de
animais de companhia, através do PCR multiplex (gel de agarose a 1,5%). M: marcador de peso
molecular (100pb). 1: isolado positivo para o gene hlb; 2: isolado positivo para o hla e RN:
reacdo negativa.

De acordo com essa técnica foi possivel avaliar que 13% (13/100) dos isolados
foram positivos para o gene hla, 10% (10/100) foram positivos para o gene hlb ¢ em 9%
(9/100) dos isolados foi possivel detectar ambos os genes hla e hlb. (Tabela 18).

Tabela 18. Deteccdo de hemolisinas e os genes hla e hlb dos 100 isolados de
Staphylococcus spp.

Genes
Tipos de Hemolisinas* hla hlb N° de isolados (%)
NH - - 42 (42%)
TOTAL - - 12 (12%)
NH + - 10 (10%)
PAR - - 9 (9%)
PAR - + 8 (2%)
PAR/TOT - - 5(5%)
PAR + + 5 (5%)
PAR/TOT - + 1 (4%)
TOTAL + - 3(3%)
NH + + 3 (3%)
NH - + 2 (2%)

*PAR/TOT: parcial e total; PAR: parcial; TOT: total; NH: ndo hemolitico; +: positivo; -:
negativo.

Um total de 19% (4/21) isolados produtores de hemolisina total foi positivo para
o gene hla e 50% (14/28) dos isolados com hemdlise parcial foram positivos para o
gene hlb, confirmando a participa¢do destes genes na expressao das a e f-hemolisinas,
respectivamente. Em 58,1% (25/43) dos isolados de Staphylococcus spp. foi detectada
hemolise, porém ndo foram detectados os genes hla e hlb, sugerindo o envolvimento de
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outros genes, possivelmente relacionados a expressao destas toxinas, € que ndo foram
amplificados no presente trabalho.

Do total de isolados ndo-hemoliticos, 73,7% (42/57) foram negativos para ambos
os genes, ¢ em 26,3% (15/57) foi possivel detectar um ou ambos os genes hla e hlb.
Nestes isolados a baixa expressao de hemolisinas pode estéa relacionada as condig¢des de
estocagem destes isolados.

De todos os Staphylococcus spp. positivos para o sinergismo hemolitico (SHA)
apenas trés (13,6%) foram positivos para os genes hla e hlb, corroborando com Coelho
e colaboradores (2009) que detectaram SHA em 17 isolados Staphylococcus spp.
provenientes de casos de mastite bovina (11,3%), sendo 2 destes isolados positivos para
os genes hla e hlb.

5.8.3. Gene spaA em Staphylococcus spp.

No presente estudo todos os Staphylococcus aureus (n=22) foram positivos para
o gene que codifica a regido variavel (X) do gene spaA (Figura 32). Deste total 14,7%
(5/34) apresentaram bandas multiplas, tendo sido possivel estabelecer sete perfis
segundo o tamanho da banda amplificada, sendo prevalente o tamanho de 300pb
(Tabela 19).

Tabela 19. Perfis estabelecidos segundo amplificacdo da regido X do gene spaA em
Staphylococcus aureus (n=22) isolados de infec¢des de animais de companhia.

Perfis (pb) Numero de repeticoes da regiio X  Freqiiéncia Percentual
4 (300) 12 10 45,5%
5 (800) 33 3 13,6%

6 (800/900) 33/37 3 13,6%
2 (250) 10 2 9,1%
3 (280) 11 2 9,1%
1(220) 9 1 4,5%

7 (250/300) 10/12 1 4,5%

Todos os isolados apresentaram valores igual ou superior a nove repetigdes,
sendo o perfil predominante o de 12 repeticdes (50%). Frenay e colaboradores (1996)
determinaram que cepas com mais de 11 unidades repetidas na regido X tendem a ser
mais epidémicas, enquanto que a presenca de sete ou menos unidades indica cepas
esporadicas. Isso se justifica pelo fato de que quanto maior o niimero de repetigdes,
maior a longitude da regido de unido a por¢do Fc das imunoglobulinas, favorecendo a
colonizacdo e consequente infec¢ao.
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Figura 32. Gene spaA (regido polimorfica) em Staphylococcus spp. isolados de infecgdes de
animais de companhia (gel de agarose a 1,5%). M: marcador de peso molecular (100pb), 1:
banda amplificada de 220pb; 2: banda amplificada de 250pb; 3: banda amplificada de 280pb; 4:
banda amplificada de 300pb; 5: bandas amplificadas de 250pb e 300pb; 6: bandas amplificadas
de 800pb e 900pb; 7: banda amplificada de 800pb; RN: reagdo negativa.

Embora muitos estudos afirmem que o gene SpaA ¢é especifico para
Staphylococcus aureus, o presente estudo detectou a prevaléncia deste gene em outras
espécies de Staphylococcus. O gene spaA foi detectado em 88,2% (30/34) dos S.
intermedius e em 83,3% (10/12) dos S. hyicus. O padrao de banda prevalente nessas
espécies também foi o de 300pb e em trés isolados da espécie S. intermedius foi
possivel detectar bandas multiplas (Tabela 20).

Tabela 20. Perfis estabelecidos segundo amplificacdo da regido X do gene spaA em
Staphylococcus intermedius (n=30) e S. hyicus (n=10) isolados de infec¢des de animais
de companhia.

S. intermedius
Perfis (pb) Niumero de repeti¢oes da regido X Freqiiéncia  Percentual

1 (300) 12 16 43,30%
2(220) 9 4 13,30%
3(800) 33 3 10%
4 (280) 1 2 6,70%
5(315) 13 2 6,70%

6 (800/900) 33/37 2 6,70%

7 (220/800) 9/33 1 3,33%

S. hyicus

Perfis (pb) Numero de repeticdes da regido X  pregiigncia  Percentual
1 (300) 12 9 90%
2(220) 9 ! 10%
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O perfil polimorfico do gene spaA detectado no presente estudo permitiu a
analise discriminatdria dos Staphylococcus spp. a partir do padrdo de bandas detectadas
para a regido variavel (X) de cada isolado (Tabela 21). Shopsin e colaboradores (2000)
utilizaram a andlise de polimorfismo do gene SpaA a partir de repeti¢cdes da regido X
como alternativa para a tipificagdo de Staphylococcus aureus resistentes a meticilina e
relataram que a técnica apresenta uma significativa capacidade discriminatoria.

Tabela 21. Perfil polimérfico do gene spaA em Staphylococcus spp. isolados de infecgoes
de animais de companhia.

n de isoados Isolados 220pb  250pb 280pb  300pb 315pb 800pb  900pb

Staphylococcus aureus

12 36,37,38,44,45,47,48,51,54,55,56,57 X
3 39,40,41 X X
3 43,46,50 X
1 42 X
1 49 X
1 52 X X
1 53 X X
S. intermedius
16 1,3,4,6,7,11,12,13,17,18,22,23,24,32,33,35 X
4 14,28,29,34 X
3 10,19,20 X
2 8,15 X
2 21,26 X X
1 9 X X
1 5 X X
S. hyicus

9 54,55,56,57,58,59,61,62,64 X

62 X

5.8.4. Gene coa em Staphylococcus spp.

O gene coa foi detectado em 100% (84/84) dos Staphylococcus spp. que
fenotipicamente produziram a enzima coagulase (Figura 33). Os Staphylococcus spp.
coagulase-positivos foram prevalentes na maioria dos sitios infecciosos avaliados no
presente estudo apontando para a importancia desse fator na patogenicidade desses
agentes.

A andlise das formas alélicas do gene coa permitiu detectar cinco perfis
distintos, tendo sido predominante o perfil de 520pb (40,5%). Em nove isolados foram
detectadas bandas duplas (Tabela 22).
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Figura 33. Gene coa em Staphylococcus spp. isolados de infec¢des de animais de companhia
(gel de agarose a 1,5%). M: marcador de peso molecular (100pb); RN: reacdo negativa; 1:
banda amplificada de 520pb; 2: banda amplificada de 800pb; 3: banda amplificada de 900pb; 4:
bandas amplificadas de 400pb e 900pb; 5: bandas amplificadas de 520pb e 900pb; 4: banda
amplificada de 400pb.

Tabela 22. Perfis estabelecidos segundo amplificacdo do gene coa em Staphylococcus
spp.

Perfis (pb) Numero de repeticoes da  Frequéncia Percentual
regiao polimoérfica
2 (520) 6 34 40,5%
1 (400) 5 30 35,7%
3 (800) 9 11 13,1%
4 (520/900) 6/11 5 5,9%
5(400/900 5/11 4 4,8%

Dentre as diferentes espécies de Staphylococcus avaliadas o perfil de 400pb foi
predominante em Staphylococcus aureus (12/22) e o de 520pb em S. intermedius
(14/34) e S. hyicus (4/13). Dos 10 isolados que apresentaram bandas duplas, cinco
corresponderam a espécie S. intermedius, sendo o perfil de bandas de 520pb e 900pb
obtido em trés isolados e o perfil de 400pb e 900pb em dois isolados. Bandas duplas
também foram observadas em S. aureus (400pb e 900pb) e em S. hyicus (400pb e
900pDb).

O perfil polimérfico do gene coa detectado no presente estudo permitiu a anélise
discriminatoria dos isolados de Staphylococcus spp. (Tabela 23). Goh e coaboradores
(1992) sugerem que a presenca de mais de uma forma alélica para o gene da coagulase
pode ser utilizada para subtipar isolados de S. aureus baseado no niumero de sequéncias
repetidas como pardmetro para analises discriminatérias. A detec¢do de distintos perfis
corrobora com o trabalho desenvolvido por Reinoso (2004) que encontrou 8 distintas
formas alélicas em Staphylococcus aureus isolados de mastite bovina. Shopsin e
colaboradores (2000) também encontraram polimorfismos que variaram entre 3 e 7
repeti¢des, sendo o perfil predominante o de 5 repeticdes.
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Tabela 23. Perfil polimorfico do gene coa em Staphylococcus spp. isolados de
infecgdes de animais de companhia.

Perfil (n de isolados) Isolados 400pb  520pb_ 800pb  900pb
Staphylococcus intermedius
1(14) 2,4,6,8,9,12,13,15,22,23,27,29,30, 31 X
2(9) 5,9,17,19,20,24,25,26,28 X
3(3) 3,7,11 X X
4(2) 14,21 X
5(2) 1 X X
S. aureus
1(12) 32,33,34,36,37,39,40,42,47,48,49,55 X
2(7) 43,46,44,50,51,52,53 X
3(4) 35,38,41,45 X
4(1) 44 X X
S. hyicus
1(4) 57,58,63,65 X
2(3) 59,60,66 X
3(3) 56,62,64 X
4(1) 54 X X
5(1) 61 X X
SCP
1(9) 71,72,74,76,77,81,82.83,84 X
2(6) 67,68,70,73,75,79 X
3(2) 78,8 X
4(1) 67 X X

5.8.5. Gene agr em Staphylococcus spp.

Do total de 100 isolados de Staphylococcus spp. foi possivel detectar uma
prevaléncia de 34% em relag@o ao gene regulatorio agr.

Especificamente em relagdo aos S. aureus, foi possivel detectar que 72,7%
(16/22) foram positivos para o gene agr, tendo sido encontrado dois perfis (350pb e
550pb) distintos o que confirma o polimorfismo de tal gene. Um total de 37,5% (6/16)
dos S. aureus apresentou a banda de 550pb. Este resultado corrobora com dados obtidos
por Gilot; Van Leeuwen (2004) que encontraram associacgdes estatisticas significativas
entre os perfis de agr e o hospedeiro especifico, onde o autor encontra prevaléncia do
perfil de 550pb em isolados bovinos.

Em outras espécies de Staphylococcus também foi possivel detectar o gene agr,
sendo este prevalente em 31,4% (11/35) dos S. intermedius, em 23,1% (3/13) dos S.
hyicus e em 33,3% (4/12) dos SCN. Para estas espécies o perfil predominante foi de
bandas duplas de 350pb e 550pb. Em 18 isolados de SCP este gene nao foi detectado.

Segundo a literatura, o lécus agr codifica para um sistema de “QS (Quorum
Sensing”) que promove a regulagdo positiva de proteinas extracelulares envolvidas na
agressao ao hospedeiro, e regulacdo negativa da expressdo de proteinas de superficie
responsaveis pela colonizagdo e por diversas interagdes com as células do hospedeiro
(LYON et al., 2002; ZHANG et al., 2002). No meio da fase logaritmica do crescimento
bacteriano, a por¢do RNAIII do lécus agr, regula negativamente através de um
mecanismo antisenso, as proteinas de superficie, tais como, Spa, CIf, FnBP. Esta
regulacdo ¢ positiva e indireta na produgdo exoproteinas, como, serina proteases,
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toxinas (a-hemolisina, TSST-1 e enterotoxinas) (NOVICK et al., 1995). No presente
estudo, a presenca do gene agr foi avaliada em relagdo ao genotipo e fendtipo da
producao de hemolisinas e “slime” e o gene spaA (Anexo XII). A Tabela 24 apresenta o
perfil dos 100 isolados de Staphylococcus spp. quanto a deteccdo do gene agr e sua
possivel relagdo com genes de fatores de viruléncia.

Tabela 24. Detecgdo do gene agr e fatores de viruléncia em Staphylococcus spp.
(n=100).

Produg@o de hemolise
em agar sangue de

(n de isolados) carneiro Gene hlA Gene hIB  Gene agr
30 - - - -
15 + - - -
14 - - +
8 + + - -
7 + - - +
6 + + + +
5 - + - -
3 + + + -
3 - + - +
3 + - + -
2 - + + -
2 + + - +
1 - - + +
1 - + + +

Producdo de "slime"
detectada pelo teste de

Perfil (n de isolados) Microplaca ica A icaD agr
1(36) + - - -
2(22) + - -

3(11) - - - -
4(10) + - + -
5(8) + + - -
6(6) - - - +
7(3) + + - +
8(3) + - + +
9(1) + + + -
(n de isolados) gene spaA gene agr
37 + -
29 - -
17 + +
17 - +

Foi possivel detectar que o gene agr exerceu atividade regulatdria positiva sobre
atividade hemolitica em 8% (8/100) dos Staphylococcus spp. ¢ para a produgdo de
“slime” em 6% (6/100) destes isolados. Quanto ao gene SpaA que regula a proteina A, o
gene agr exerceu regulagdo negativa em 17% (17/100) dos Staphylococcus spp. No
entanto, devido a baixa frequéncia de casos de associagdo entre o gene agr e os demais
fatores de viruléncia avaliados e a heterogeneidade dos resultados expressos nao foi
possivel aplicar um modelo estatistico que desse suporte a esses dados (Anexo XII). Os
resultados apontam para necessidade de ampliar as investigagdes a respeito de outros
sistemas de regulagdo.
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Em 28% dos Staphylococcus spp. ndo foi detectado o gene agr e também néo foi
possivel detectar genes de fatores de viruléncia, tais como, para hemolisinas, producao
de “slime” e proteina A.

Os Staphylococcus tém capacidade para produzir um grande niimero de fatores
de viruléncia, os quais sdo finamente orquestrados por diversos reguladores globais.
Dentre esses sistemas incluem-se o sistema agr, considerado o principal sistema de
“QS” dos Staphylococcus aureus. No entanto, sdo reconhecidos outros sistemas de
regulagdo tais como, o SigB (fator sigma alternativo de fase estacionaria); a proteina
SarA (reguladora transcricional global); e os sistemas Sae e Arl (sistemas de dois
componentes; signal transduction). Além desses mecanismos, varias proteinas que
apresentam homologia com a proteina SarA também foram descritas como reguladoras
transcricionais de genes de viruléncia em S. aureus, dentre elas a proteina Rot (SAID et
al., 2003).

Deste modo, acredita-se que a diversidade de sistemas regulatorios de fatores de
viruléncia possa ser responsavel pela extraordinaria capacidade que os Staphylococcus
spp. possuem de se adaptar aos diferentes sitios orgédnicos e pela modula¢do de sua
patogenicidade, tornando-se assim potentes agentes infecciosos.

5.9. Analise epidemioldgica dos processos infecciosos de animais de companhia

5.9.1. Coleta das amostras

O presente estudo obteve 225 espécimes clinicos de animais de companhia
coletados durante o periodo de 2006 até 2008. Estes espécimes foram coletados a partir
do acompanhamento do atendimento clinico do Departamento de Clinica Médica de
Pequenos Animais da Universidade Estacio de S4, onde foram obtidos 102 espécimes
clinicos, e 48 espécimes clinicos do Hospital Veterinario de Pequenos Animais da
UFRRJ, onde se realiza o atendimento veterinario de animais de diferentes regides do
Estado do Rio de Janeiro. Foram realizadas campanhas informativas aos médicos
veterindrios dos respectivos locais e aos estagidrios de graduacdo em Medicina
Veterinaria para coleta asséptica correta dos espécimes e correto envio ao laboratdrio de
Bacteriologia da UFRRJ. Os exames de cultura e antibiograma foram realizados de
forma gratuita e os resultados eram imediatamente enviados aos médicos veterinarios
responsdveis pelo atendimento clinico dos animais como forma de auxiliar no
diagnéstico e na terapéutica das doengas.

O total de 75 espécimes foi obtido a partir de visitas periddicas que foram
realizadas ao canil do Instituto Veterinario Municipal Jorge Waitsman e da Policia
Militar do Estado do Rio de Janeiro. Nestes pontos de coleta os animais eram alocados
em baias superlotadas, predispondo a brigas e ao contdgio. A condi¢do higi€nico-
sanitaria do local de alojamento desses animais deve ter associag¢do direta com a presenca
de agente infecciosos, tais como, Listeria spp. que pode ser isolada a partir de solos,
silagem, afluentes de esgoto, dgua corrente e fezes (HIRSH; ZEE, 2003). Este cendrio
levanta questdes importantes a respeito da exposi¢do humana, no caso médicos
veterindrios e a equipe de tratadores, e de animais a um excesso de contaminagdo
ambiental que favorece a transmissdo de agentes potencialmente patogénicos. Logo, a
principal contribui¢do desta identificagdo bacteriana foi o esclarecimento de tais fatores
de risco e da importancia do médico veterindrio como agente atuante no controle de
Zoonoses.

O Anexo V contém os dados a respeito das caracteristicas clinicas de todos os
espécimes coletados e informagdes sobre a faxa etdria, sexo e ragca dos animais
investigados.
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5.9.2. Processos infecciosos

Dentre os processos infecciosos de animais de companhia investigados no
presente estudo foram realizadas andlises epidemioldgicas a partir dos processos
infecciosos que geraram um tamanho de amostra significativo, dentre estes os casos de
otite externa canina, infec¢des do trato urinario e infecgdes de pele.

5.9.2.1. Otite externa canina

As infeccdes do conduto auditivo externo de cdes foram prevalentes em 29,3%
(66/225) dos espécimes coletados. Fatores como raga, manejo e infec¢des recorrentes
podem ter influéncia sobre este sitio organico predispondo a infecgdo. Os casos de otite
externa canina foram mais frequentes em animais machos (57,6%) e adultos (92,4%). As
racas que apresentaram maior frequéncia de casos de otite no presente estudo foram:
pastor alemao (18,2%) e beagle (12,1%). Fatores raciais como, conforma¢do anatomica
do conduto auditivo externo e presenca de pélos, podem predispor ao actimulo de
umidade e sujidades que favorecem a infec¢do neste sitio.

Dentre os 70 isolados bacterianos identificados nos casos de otite externa canina
as bactérias do género Staphylococcus spp. foram prevalentes, tendo sido isoladas as
espécies S. intermedius, S. aureus, S. intermedius e S. hominis. Foi possivel detectar que
18,6% (13/70) dos isolados corresponderam a espécie S. intermedius que apresentaram
significativo percentual resisténcia em relacdo aos antimicrobianos das classes: [-
lactimico, macrolideo e tertraciclina. As demais espécies de Staphylococcus
apresentaram perfil de suscetibilidade antimirobiana semelhante ao de S. intemedius ¢
seus respectivos percentuais de resisténcia aos antimicrobianos avaliados estdo
apresentados na tabela 25.

Tabela 25. Percentual de resisténcia dos 39 isolados de Staphylococcus spp. isolados de
casos de otite externa canina.

Percentual de isolados resistentes (n de isolados)
Antimicrobianos S. intermedius S. aureus S. hyicus SCN

B-lactamicos

Ampicilina (10mg) 84.6% (11/13)  63,6% (7/11)  72,7% (8/11) 75% (3/4)
Penicilina (10UI) 84,6% (11/13)  90,9% (10/11)  90,9% (10/11) 75% (3/4)
Oxacilina (1mg) 46,2% (6/13)  54,5% (6/11)  72,7% (8/11)  75% (3/4)

p-lactamicos
+ inibidores de -lactamase

Ampicilina + Sulbactam (10/10mg) 0% 0% 9,1% (1/11) 0%
Amoxicilina + 4c. Clavulanico (20/10mg) 0% 0% 0% 0%
Cefalosporinas

Cefoxitina (30mg) 76,9% (10/13)  81,8% (9/11)  72,7% (8/11)  75% (3/4)

Cefalotina (30mg) 30,8% (4/13) 54,5% (6/11) 9,1% (1/11)  25% (1/4)

Ceftriaxona (30mg) 46,2% (6/13)  90,9% (10/11)  54,5% (6/11)  75% (3/4)
Carbapenem

Imipenem (10mg) 0% 0% 0% 0%
Macrolideos

Azitromicina (15mg) 46,2% (6/13) 54,5% (6/11)  27,3% (3/11)  75% (3/4)

Eritromicina (15mg) 46,2% (6/13) 54,5% (6/11)  27,3% (3/11)  50% (2/4)
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Lincosamida

Clindamicina (2mg) 38,5% (5/13) 36,7% (4/11)  54,5% (6/11) 100%(4/4)
Fluoroquinolona
Ciprofloxacina (Smg) 30,8% (4/13) 27,3% (3/11)  27,3% (3/11)  25% (1/4)
Enrofloxacina (10mg) 23,1% (3/13) 9,1% (1/11) 9,1% (1/11)  25% (1/4)
Norfloxacina (10mg) 23,1% (3/13) 18,2% (2/11)  18,2% (2/11)  25% (1/4)
Aminoglicosideo
Tobramicina (10mg) 46,2% (6/13) 63,6% (7/11)  36,7% (4/11)  50% (2/4)
Gentamicina (10mg) 23,1% (3/13) 27,3% (3/11)  36,7% (4/11) 50% (2/4)
Glicopeptideo
Vancomicina (30mg) 7,8% (1/13) 9,1% (1/11) 0% 0%
Inibidor da via de Folato
Sulfametoxazol+trimetropim 38,5% (5/13) 36,4% (4/11)  27,3% (3/11)  25% (1/4)
(1,25mg/23,75mg)
Oxazolidinona
Linezolida (30mg) 7,8% (1/13) 9,1% (1/11) 9,1% (1/11) 0%
Tetraciclina

Tetraciclina (30mg) 38,5% (5/13)  45,5% (5/11)  18.2% (2/11) 50% (2/4)

Um total de 17% (12/70) dos isolados corresponderam a Enterobactérias,
representadas pelas espécies: Eschericia coli, Proteus mirabilis, P. vulgaris, Serratia
liquefaciens, Hafnia alvei e Enterobacter spp.. foram detectados percentuais de
resisténcia de 75% (9/12) para enrofloxacina e tetraciclina e 58,3% (7/12) para
ceftriaxona.

Quanto as demais espécies bacterianas isoladas dos casos de otite externa canina
foram detectados 10% (7/70) dos isolados correspondentes ao género Pseudomonas, e
estes apresentaram percentuais de resisténcia de 71,4% (5/7) para o antibidtico
ceftriaxona, 42,8% (3/7) para gentamicina e 28,6% (2/7) para ciprofloxacina.

Quanto a deteccdo de fatores de viruléncia expressos pelas espécies de
Staphylococcus investigadas no presente estudo foi possivel avaliar a produgdo fenotipica
de “slime” em 92,3% (12/13) dos isolados de S. intermedius, em 81,8% (9/11) dos S.
aureus, e em 100% dos S. hyicus (11/11) e SCN (4/4), respectivamente. Os genes
reguladores da producdo de biofilme, icaA e icaD, foram detectados em 23% (3/13) dos
isolados da espécie S. intermedius e 18% (2/11) dos S. aureus. Para espécie
Staphylococcus hyicus foi detectado a prevaléncia de 45,5% (5/11) para o gene icaA ¢
27,3% (3/11) para o gene icaD. Para os SCN foi detectada a prevaléncia de 50% (2/4)
para o gene icaD e ndo foi possivel detctar o gene icaA.

A expressdao de hemolisinas foi detectada a partir do isolamento dos isolados de
Staphylococcus spp. em agar sangue, tendo sido posivel avaliar que para a espécie S.
intermedius 23% (3/13) foram produtores de hemolise total e positivos para o gene hla, e
que 15% (2/13) foram produtores de hemolse parcial e deste total apenas um isolado foi
positivo para o gene hIB. Dos isolados que ndo apresentaram hemolise, um total de
62,5% (5/8) produziram o efeito de sinergismo hemolitico que pode estar associado a
delta-hemolisina. Para espécie S. aureus foram detectados 9% (1/11) de isolados
produtores de hemolise total, 18% (2/11) de hemolise parcial, 27% (3/11) de efeito
hemolitico sinérgico, desse total apenas 18% (2/11) foram positivos para o gene hlA e
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nenhum isolado foi positivo para o gene hIB. Quanto a S. hyicus foram detectados 36,3%
(4/11) de isolados produtores de hemdlise total, 27,3% (3/11) de hemolise parcial, 25%
(1/4) de efeito hemolitico sinérgico e deste total, 18% (2/11) foram positivos para o gene
hlA e hIB, respectivamente. Para os SCN, 50% (2/4) apresentaram apenas hemolise total
e ndo foram detectados os genes hlA e hIB nestes isolados.

O gene spaA que regula a expressdo da proteina A, proteina de suérficie que se
liga a imunoglobulinaG, foi detectado em 100% dos isolados das espécies, S. intermedius
(13/13) e S. aureus (11/11) e em 45,5% (5/11) dos S. hyicus, sendo que para os isolados
de SCN nao houve detecgao deste gene.

5.9.2.2. Infeccoes do Trato urinario

Os espécimes coletados a partir de infecgdes do trato urinario foram prevalentes
em 26,7% (60/225) dos espécimes, sendo mais frequentes em cdes machos (61,8%)
adultos (44,1%) e idosos (41,2%). Quanto aos espécimes coletados de felinos, as
infecgOes do trato urinario foram mais frequentes em felinos machos (83,3%) e adultos
(75%). A capacidade dos felinos de produzir uma urina naturalmente 4cida e altamente
concentrada em uréia pode predispor a colonizagdo deste sitio organico por patdgenos
como, Citrobacter freundii, isolados no presente estudo.

Do total de 36 isolados bacterinaos identificados a partir de espécimes coletados
de infec¢des do trato urindrio as Enterobactérias foram prevalentes em 58,3% (21/36) dos
isolados avaliados, sendo representados pelas espécies: Eschericia coli, Proteus
mirabilis, Citrobacter freundii, Serratia marcescens, Yersinia enterocolitica Hafnia
alvei, Edwardsiella tarda e Enterobacter spp. (Tabela 1). Nos espécimes clinicos
provenientes do trato urinario de cées a espécie Escherichia coli foi prevalente, enquanto
os espécimes clinicos de infeccgdes de felinos houve a prevaléncia da espécie
Citrobacter freundii. Foram detectados percentuais de resisténcia de 28,6% (6/21) para
ciprofloxacina, 19% (4/21) para enorofloxacina, norfloxacina e tetraciclina,
respectivamente, 14,3% (3/21) para ceftriaxona e 9,5% (2/21) para gentamicina.

Os Staphylococcus spp. foram prevalentes em 27,8% (10/36) dos isolados, que
corresponderam as espécies S. intermedius e S. aureus. Foi possivel detectar que 100%
(10/10) dos isolados foram resistentes aos antibidticos: ampicilina, oxacilina, ceftriaxona
e tetraciclina, 60% (6/10) foram resistentes a gentamicina, 40% (4/10) a ciprofloxacina e
20% (2/10) a norfloxacina e enrofloxacina, respectivamente. Dentre os fatores de
viruléncia investigados foi possivel detectar que 100% (10/10) dos isolados produziram
“slime” deste total 20% (2/10) foram positivos para o gene icaA e 30% (3/10) para o
gene icaD. Um total de 50% (5/10) produziram hemdlise total, 70% (7/10) hemolise
parcial e 33,3% (1/3) efeito hemolitico sinérgico. Destes isolados 40% (4/10) foram
positivos para o gene hlA e 70% (7/10) para o gene hIB. O gene spaA foi detectado em
100% (10/10) dos Staphylococcus spp. identificados neste sitio infeccioso.

5.9.2.3. Infecgdes da pele

As infeccdes de pele foram prevalentes em 18,7% (42/225) dos espécimes
coletados sendo mais frequentes em caes machos (64,5%) e adultos (93,4%) e fatores
como raca, manejo, infecgdes recorrentes, polimicrobianas e de manejo podem
predispor a infec¢ao desse sitio organico.

Os Staphylococcus spp. foram prevalentes em 65,2 % (30/46) dos isolados
bacterianos identificados a partir de espécimes clinicos coletados de lesdes de pele de
cées e gatos, que corresponderam as espécies S. intermedius, S. aureus, S. hyicus, S.
xylosus e S. hominis (Tabela 1). Dentre os antibidticos que representam as opgoes
terap€uticas em medicina veterinaria para infec¢des estafilococicas da pele, foi possivel
detectar que 90% (27/30) dos isolados foram resistentes ao antibiotico ampicilina, 73,3%
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(22/30) foram resistentes a ceftriaxona e azitromicina, respectivamente, 66,7% (20/30) a
cefoxitina, 53,3% (16/30) a cefalotina, 20% (6/30) a enrofloxacina e 13,3% (4/30) a
gentamicina. Dentre os fatores de viruléncia investigados foi possivel detectar que 80%
(24/30) dos isolados produziram “slime” em testes fenotipicos e deste total 20,8% (5/24)
foram positivos para o gene icaA e 16,7% (4/24) para o gene icaD. Um total de 16,7%
(5/30) produziu hemolise total, 23,3% (7/30) hemolise parcial e 50% (8/16) dos isolados
nao-hemoliticos (16/30) foram positivos para o efeito hemolitico sinérgico, que pode
estar associado a delta-hemolisina. Destes isolados 30% (9/30) foram positivos para o
gene hlA e 20% (6/30) para o gene hIB. O gene spaA foi detectado em 46,7% (14/30) dos
Staphylococcus spp. identificados neste sitio infeccioso.

Um total de 28,3% (13/46) dos isolados bacterianos corresponderam a Bastonetes
Gram-negativos, representados em sua maioria por Enterobactérias, tendo sido possivel
identificar as seguintes espécies: Eschericia coli, Proteus mirabilis, P. vulgaris, Serratia
marcescens, Citrobacter freundii, Yersinia enterocolitica e Enterobacter spp., apenas um
isolado correspondeu ao género Pseudomonas spp. Estes isolados foram avaliados
quanto ao seu perfil de suscetibilidade frente as principais alternativas terapéuticas
veterindrias indicadas para infecgdes associadas a bactérias Gram-negativas, tendo sido
possivel detectar percentuais de resisténcia de 9% (1/11) para enrofloxacina, 18,2%
(2/11) para tetraciclina e gentamicina, 45,5% (5/11) para ceftriaxona e 63,6% (7/11) para
cefalotina e cefoxitina, respectivamente.
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6. CONCLUSOES

As infec¢des do conduto auditivo externo de caes foram prevalentes em relacao
aos processos infecciosos avaliados (29,3%).

Na etiologia dos processos infecciosos de animais de companhia avaliados foi
detectada prevaléncia do género Staphylococcus spp. (50%), seguido de 26,5%
de Enterobactérias e 5,5% de Pseudomonas spp..

A caracterizagdo genotipica das espécies de Staphylococcus spp., através do
DNAr para S. aureus, e e nuc 3 e 4 para S. intermedius resultou em percentuais
de 35% e 13 %, respectivamente e confirmou a identificagdo fenotipica. Os genes
nuc 1 e 2 detectaram 22% de S. hyicus.

Os Staphylococcus spp. apresentaram significativos percentuais de resisténcia a
penicilina, ampicilina, cefoxitina, ceftriaxona, azitromicina e clindamicina.

As Enterobactérias foram resistentes a enrofloxacina e tetraciclina, enquanto
Pseudomonas spp. a ceftriaxona.

O teste de difusdo em disco detectou resisténcia a azitromicina em 55% dos
Staphylococcus spp. e 53,1% dos Bastonetes Gram-negativos.

A CIMs5¢90 determinada pela técnica de microdilui¢dao em caldo foi de 16,0 pg/mL
¢ 64 ng/mL para Staphylococcus spp., e 256ug/mL ¢ >512ug/mL para BGN.

O gene ermC foi detectado em 24% dos Staphylococcus spp., o gene ermA em
12% e o gene ermB em 3% destes isolados, o gene mef ndo foi detectado.

O fenotipo de resisténcia constitutiva (¢cMLSg) a azitromicina foi detectado em
21,4% dos Staphylococcus spp. positivos para o gene ermA ¢ ermC.

O fendtipo de resisténcia induzida (iIMLSg) foi detectado em quatro
Staphylococcus spp. positivos para o gene ermA e ermC.

Um total de 25% (25/100) dos isolados de Staphylococcus spp. foi positivo para o
gene mecA.. Sendo 8 isolados de S.aureus, 8 de S. intermedius, 3 de S. hyicus ¢ 6
SCNs.

O teste “Agar screen” apresentou sensibilidade significativa, sendo o mais
fidedigno na detec¢do da resisténcia a oxacilina em isolados positivos para o
gene mecA.

Foi possivel detectar resisténcia a pelo menos um dos antibioticos B-lactdmicos
avaliados em 88% (22/25) dos Staphylococcus spp. mecA positivos.

Foram detectados trés isolados com todos os genes do sistema mec (mecA-mecl-
mecR1) e estes apresentaram resisténcia a oxacilina na maioria dos testes
fenotipicos.

Foi detectado somente o gene blaZ em 9% dos 100 isolados de Staphylococcus
spp. Um total de 19% foi positivo para os genes blaZ e blal. Em apenas 3% foi
possivel detectar todos os genes do sistema blaZ, blal e blaR1.

O gene femA (132 pb) foi detectado em 31,8% (7/22) dos Staphylococcus aureus
avaliados e em 53,8% (7/13) dos S. hyicus, em 25,7% (9/35) dos S. intermedius e
em uma espécie de SCN (8,3%, 1/12), S. epidermidis.

Em 60% dos Staphylococcus spp. mecA positivos foi detectado o fendtipo de
resisténcia a azitromicina.

Um total de 50% dos Staphylococcus spp. produtores de —lactamase portadores
do gene blaZ também foram portadores de genes erm, apontando para o possivel
envolvimento do mecanismo de alteragdo do padrdo de produgdo de B-lactamase
na resisténcia a azitromicina.

A técnica de microplaca detectou 81% de Staphylococcus spp. produtores de
“slime”. Um total de 15% dos isolados foram positivos para genes icaA e icaD,
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respectivamente. A técnica de agar vermelho congo apresentou-se pouco
especifica para detec¢do de isolados produtores de “slime”.

Hemolise foi datectada em 43% dos Staphylococcus spp., sendo prevalente a f3-
hemolisina. Em 38,6% dos Staphylococcus spp. ndo-hemoliticos foi observado
efeito sinérgico. Os genes hla e hlb foram detectados em 48,8% dos
Staphylococcus spp. hemoliticos.

O gene spaA foi detectado em 100% dos Staphylococcus aureus, em 88,2% dos S.
intermedius e em 75% dos S. hyicus. O perfil predominante foi o de 12 repetigdes
de unidades repetidas da regiao X.

Os Staphylococcus spp. fenotipicamente produtores de coagulase foram 100%
positivos para o gene C0a.

O gene agr foi detectado em 29% dos Staphylococcus spp.. Em apenas 5% dos
isolados o gene agr apresentou regulagdo positiva de hemolisinas e “slime” e
negativa do gene SpaA.

6.1. Consideracoes Finais

A grande diversidade de espécies bacterianas envolvida na etiologia dos
processos infecciosos de animais de companhia torna a execugdo de
testes de identificacdo bacteriana e o antibiograma ferramentas
importantes para evitar falhas na terapéutica veterindria.

O aumento da pressdo seletiva pode induzir alguns mecanismos de
resisténcia, como observado para azitromicina e oxacilina em isolados de
Staphylococcus spp..

Os Staphylococcus possuem a habilidade de desenvolver diferentes
mecanismos de resisténcia a antimicrobianos gerando resultados
heterogéneos em testes fenotipicos, tornando necessarias analises
genéticas para uma correlagao fidedigna.

Hé necessidade de se avaliar os fatores de viruléncia expressos por
Staphylococcus spp. para ampliar o conhecimento a respeito do potencial
patogénico deste agente quando associado a infecgdes de animais de
companbhia.
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Anexo I

Testes de identifica¢do das espécies de Staphylococcus spp. coagulase-positivos
segundo Koneman e colaboradores (2008).

Staphylococcus spp. Maltose Caldo Nitratado VP
S. aureus aureus + + +
S. aureus subsp + - -
anaerobius

S. schleiferi subsp - + +
coagulans

S. intermedius +/- + _
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Anexo 11

Testes de identificagdo das espécies de Staphylococcus spp coagulase-negativos,
segundo Koneman e colaboradores (2008).
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Anexo II1

Valores interpretativos dos halos de inibicdo dos antibidticos eletivos para
Staphylococcus spp. segundo recomendagdes do CLSI, 2009.

Zonas de inibicao (mm)

Antimicrobianos
Resistente Intermediario Sensivel
p-lactamicos
Ampicilina (10pg) <28 - >29
Penicilina (10UI) <28 - >29
Oxacilina (1pg) <10 11-12 >13
B-lactamicos + inibidores de p-lactamase
Ampicilina + Sulbactam (10/10ug) <11 12-14 >15
Amoxicilina + 4c. Clavulanico (20/10pg) <19 - >20
Cefalosporinas
Cefoxitina (30pg) <24 - >25
Cefalotina (30pg) <14 15-17 >18
Ceftriaxona (30pg) <13 14-20 >21
Carbapenem
Imipenem (10pg) <13 15-18 >19
Macrolideos
Azitromicina (15ug) <13 14-17 >18
Eritromicina (15ug) <13 14-22 >23
Lincosamida
Clindamicina (2ug) <14 15-20 >21
Fluoroquinolona
Ciprofloxacina (5ug) <15 16-20 >21
Enrofloxacina (10ug) <14 15-17 >18
Norfloxacina (10pg) <12 13-16 >17
Aminoglicosideo
Tobramicina (10pg) <12 13-14 >15
Gentamicina (10pg) <12 13-14 >15
Glicopeptideo
Vancomicina (30ug) - - >15
Inibidor da via de Folato
Sulfametoxazol+trimetropim (1,25ug/23,75ug) <10 11-15 >16
Oxazolidinona
Linezolida (30ug) - - >21
Tetraciclina
Tetraciclina (30ug) <14 14-15 >16
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Anexo IV

Valores interpretativos dos halos de inibicao dos antibidticos eletivos para Bastonetes
Gram-negativos segundo recomendacdes do CLSI, 2009.

Zonas de inibigdo (mm)

Antimicrobianos Resistente Intermediario Sensivel
Enterobacteriaceae
Cefalosporinas
Cefoxitina (30pg) <14 15-17 >18
Cefalotina (30pg) <14 15-17 >18
Ceftriaxona (30pg) <13 14-20 212
Fluoroquinolona
Ciprofloxacina (5pg) <15 16-20 212
Enrofloxacina (10ug) <14 15-17 >18
Norfloxacina (10ug) <12 13-16 >17
Aminoglicosideo
Gentamicina (10pg) <12 13-14 >15
Tetraciclina
Tetraciclina (30ug) <11 12-14 15
Pseudomonadaceae
Cefalosporinas
Cefoxitina (30pug) <14 15-17 >18
Ceftriaxona (30pg) <I3 14-20 >12
Fluoroquinolona
Ciprofloxacina (5pug) <15 16-20 212
Norfloxacina (10pg) <12 13-16 >17
Aminoglicosideo
Gentamicina (10pg) <12 13-14 215
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Anexo V

Processos Infecciosos de animais de companhia avaliados.

Espécie  Sexo Idade Raca Sinais Clinicos Local* Antibié6tico*
Infec¢des do Conduto auditivo externo

CAN Q adulto Pastor Alemédo Sc. Purulenta PMERJ -
CAN Q adulto Beagle Sc. Purulenta escura PMERJ -
CAN Q adulto Beagle Sc. Purulenta escura PMERJ -
CAN Q adulto Beagle Sc. Purulenta PMERJ -
CAN 3 adulto Beagle Sc. Purulenta PMERJ -
CAN 3 adulto Beagle Sc. Purulenta PMERJ -
CAN 3 adulto Beagle Sc. Purulenta escura PMERJ -
CAN 3 adulto Beagle Edema e sc. Purulenta PMERJ -
CAN g adulto Pastor holandes Sc. Purulenta escura PMERJ -
CAN 3 adulto Pastor holandes Sc. Purulenta escura PMERJ -
CAN 3 adulto Pastor holandes Sc. Purulenta PMERJ -
CAN a adulto Rotweiller Edema e sc. Purulenta PMERJ -
CAN 3 adulto Rotweiller Sc. Purulenta e mifase PMERJ -
CAN 3 adulto Labrador Sc. Purulenta escura PMERJ -
CAN 3 adulto Labrador Edema e sc. Purulenta PMERJ -
CAN 3 adulto Dogo alemio Sarna demodécicatsc. purulenta PMERJ -
CAN Q adulto Labrador Sc. Purulenta escura HVPA -

Q adulto Otite cronica recidivante -
CAN Labrador HVPA

Q adulto Sc. purulentat+hemorragica+miiase -
CAN Pastor Belga HVPA
CAN 1) adulto Pastor Alemao Sc. Purulenta HVPA -
caN & adulo Pastor Belga Sc. Purulenta HVPA -

I} adulto Edema e sc. Purulenta -
CAN Pastor Mallinois HVPA

Q adulto Sarna demodécica+sc. purulenta -
CAN Pastor Mallinois HVPA
CAN 1) adulto Chow chow Sc. Purulenta HVPA CFX
CAN e adulto Pastor Mallinois Sc. Purulenta HVPA ENO
CAN Q adulto Cane Corso Otite média cronica HVPA -

I adulto Sc. Purulenta escura -
CAN Cane Corso HVPA

Q adulto Labrador Edema hemorragia+sc. purulenta -
CAN HVPA
CAN Q adulto Cocker spainel Sc. Purulenta HVPA -
CAN Q adulto SRD Sc. Purulenta HVPA -
CAN 1) adulto SRD Sc. Purulenta HVPA -

1) adulto Pastor alemao Otite cronica recidivante -
CAN HVPA
CAN 1) adulto SRD Sc. purulenta HVPA -
CAN Q adulto Pointer Sc. Purulenta ES -
CAN 1) filhote SRD Sc. Purulenta ES -
CAN Q adulto Boxer Sc. Purulenta ES ENO
CAN 3 adulto SRD Otite cronica recidivante ES -
CAN Q adulto SRD Sc. Purulenta e miiase ES -
CAN 3 adulto Dog alemao Sc. Purulenta e miiase ES -
CAN Q adulto Pastor alemdo Sc. escura ES -
CAN 3 adulto Pittbull Sc. Purulenta ES -
CAN Q adulto SRD Otite crénica recidivante ES -
CAN Q adulto SRD Otite aguda purulenta ES ENO
CAN Q adulto Poodle Sc. Purulenta escura ES -
CAN 3 adulto Cocker spainel Sc. Purulenta escura ES ENO

Continua na proxima pagina.
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Espécie  Sexo  Idade Raga Sinais Clinicos Local* Antibiético*
Infec¢des do Conduto auditivo externo
CAN 3 adulto  Cocker spainel Sc. Purulenta escura ES ENO
3 adulto Poodle Sc. Purulenta ES -
CAN
CAN Q adulto Dalmata Sc. Purulenta escura ES -
3 filhote Dashund Sc. Purulenta ES -
CAN
adulto Lhasa Apsu Sc. Purulenta ES PEN
CAN
a adulto Rottweiler Otite média cronica ES -
CAN
CAN a adulto Cocker spainel Sc. Purulenta escura ES -
3 adulto Pastor alemao Edema hemorragia+sc. purulenta ES -
CAN
CAN a adulto SRD Sc. Purulenta ES ENO
Q adulto SRD Sc. Purulenta ES -
CAN
filhote SRD Sc. Purulenta ES -
CAN
CAN Q adulto  Cocker spainel Otite cronica recidivante ES CFX
Q adulto Boxer Edema e sc. Purulenta ES -
CAN
I idoso Poodle Sarna demodécica+tsc. purulenta ES -
CAN
a adulto Beagle Sc. Purulenta ES -
CAN

Continua na proxima pagina.
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Espécie  Sexo Idade Raga Sinais Clinicos Local*  Antibiético*
Infecgdes de Pele
CAN ) aduto SRD Fistula com sc. purulenta (Mordida) HVPA ENO
CAN Q aduto Labrador Ferida lacerante com sc. purulenta HPVA )
CAN Q adulto poodle Fistula secundaria miiase HVPA -
CAN IS adulto poodle Miiase HVPA -
CAN 3 adulto Buldog ingl. Otohematoma c/ Fistula sc. purulenta HVPA CEF
CAN Q adulto hotweiller Carcinoma mamario ¢/ sc. purulenta PMERJ -
CAN Q adulto hotweiller Pioderma profundo PMERJ -
CAN 3 aduto SRD Demodicose e pioderma HVPA -
CAN 3 aduto Pastor aleméo Pioderma profundo HVPA -
CAN Q adulto SRD Demodicose ¢/ pioderma ES -
CAN IS adulto Yorkshire DUA ¢/ sc purulenta ES MET
FEL IS adulto PCB Pioderma profundo ES -
CAN ) adulto Husky Pustulas, crostas e prurido. ES -
CAN I3 adulto Pointer Pustulas ES -
FEL Q adulto Perga Pio/Pododermite ¢/ queratose ES -
FEL 1) adulto Ciamés Pioderma (mordida) ES -
CAN IS adulto Sharpei Piodermite e necrose ES -
CAN Q adulto Chowchow Pustula ES -
CAN I adulto Buldog ingl. Miiase e sc. purulenta ES -
CAN Q adulto Lhasa apsu Miiase e sc. purulenta ES ENO
CAN Q adulto SRD Carcinoma mamario ¢/ sc. purulenta ES MET
CAN 3 adulto Dashund DUA e sc. purulenta ES -
CAN Q adulto Labrador Les#o purulenta+carcinoma mamario ES ENO
CAN Q adulto poodle Pustulas e crostas ES -
CAN IS adulto SRD Fistula com secre¢do purulenta ES -
CAN IS adulto SRD Piodermite W -
CAN Q adulto SRD Pioderma profundo W -
CAN ) adulto SRD Pioderma w -
CAN I adulto Pittbull Miiase e sc. purulenta JW -
CAN Q adulto SRD Pioderma profundo com fistulas ES -
CAN IS idoso Golden Retr. Miiase com secregdo purulenta ES -
FEL Q adulto PCB Miiase ES -
FEL Q adulto PCB Pioderma W -
FEL Q idoso SRD Pioderma profundo W -
FEL ) adulto SRD Piodermite W -
FEL I3 idoso Perca Lesao purulenta+carcinoma mamario JW -
FEL 3 adulto SRD Pioderma W -
FEL IS adulto SRD Pustula W -
FEL Q adulto SRD Pustula W -
CAN ) adulto Pittbull Miiase com secre¢do purulenta ES GEN
CAN I3 idoso PCB Piodermite ES -
CAN Q adulto PCB Pioderma ES -
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Espécie  Sexo Idade Raga Sinais Clinicos Local* Antibiético*
Infec¢des uterinas em cadelas

Husky Piometra MET
CAN € adulto HVPA
CAN Q adulto Pittbull Piometra HVPA ENO/DOX/MET
CAN Q adulto Pastor alemao Piometra ES ENO/DOX/MET
CAN Q adulto Poodle Piometra+vulvovaginite ES -
CAN Q adulto Poodle Piometra ES ENO/PEN
CAN Q adulto Rottweiler Piometra+Vulvovaginite ES TER
CAN Q adulto SRD Piometra+vulvovaginite ES )
CAN Q adulto SRD Piometra ES )

Infeccdes do tecido 6sseo
CAN Q adulto Dog alemao Osteossarcoma HVPA Gentamicina
CAN O adulto Weimaraner Sinovite HVPA :
CAN Q adulto Rottweiler Osteomielite HVPA -
CAN I adulto SRD Fratura Ossea HVPA -
Infec¢bes da Cavidade Oral
CAN Q adulto Husky Miiase na mucosa oral ES -
CAN Q adulto Pittbull Abcessos gengivais ES -
CAN Q idoso SRD Periodontite ES -
CAN Q filhote SRD Periodontite W -
CAN Q adulto SRD Abcesso gengival JW -
CAN 3 adulto SRD Periodontite W MET
CAN Q adulto SRD Periodontite W -
CAN 3 adulto SRD Periodontite W -
CAN 3 adulto SRD Periodontite W -
CAN 3 adulto SRD Periodontite W -
CAN 3 adulto SRD Periodontite W -
CAN Q idoso Poodle Periodontite HVPA )
Infeccées do Trato respiratorio

CAN 3 adulto Poodle Sec nasal purulenta+miiase HVPA ENO
CAN 1) adulto Weimaraner Bronquite+efusdo pleural opaca HVPA DOX/AMP
CAN Q idoso Poodle Bronquite+efusdo pleural opaca ES DOX/AMP
CAN Q idoso Poodle Sec nasal purulenta ES -
CAN Q adulto SRD Bronquite+efusdo pleural opaca ES )

Continua na proxima pagina.
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Espécie Sexo Idade Raga Sinais Clinicos Local* Antibiético*
Infec¢des da Mucosa Ocular
C——
CAN I adulto Pug Conjuntivite+miiase HVPA )
P

CAN 3 adulto Pincher Conjuntivite+sc purulenta HVPA )

3 adulto Uveite+conjuntivite
CAN Poodle HVPA -
CAN Q adulto Weimaraner Uveitetconjuntivite ES ENO

Q idoso Rottweiler Uveite traumatica ES -
CAN

Q filhote Beagle Uveite+conjuntivite ES -
CAN

Q adulto SRD Conjuntivite W -
CAN

Q filhote SRD Miiase ES -
CAN

Q filhote SRD Uveite ES -
CAN

Q filhote SRD Uveite traumatica ES MET
CAN

Q adulto Husky Uveite Iw -
CAN

Q filhote Beagle Uveite traumatica w -
CAN

Q adulto SRD Uveite Iw -
CAN

3 filhote SRD Conjuntivite W -
CAN

Q adulto SRD Conjuntivite W -
CAN

Q adulto Beagle Uveite W -
CAN

CAN: espécie canina, FEL: espécie felina, Filhote: animais com idade até 1 ano e seis meses, Adulto:
animais com idade até sete anos, Idoso: animais com idade acima de sete anos, &' sexo masculino, Q:
sexo feminino, SRD: cdes sem raga definida, PDB: felinos pélo curto brasileiro, * institui¢do de coleta da
amostra, * antibioticoterapia realizada antes da coleta das amostras, JW: Instituto Veterinario Municipal
Jorge Waitsman, ES: Universidade Estacio de Sa, HVPA: Hospital Vetainario de Pequenos Animais da
UFRRJ, PMERIJ: Plicia Militar de Estado do Rio de Janeiro, MET; Metronidazol, ENO: enrofloxacina,
DOX: doxiciclina, AMP:ampicilina, CFX:ceftriaxona.
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Anexo VI

Distribui¢do de dados epidemioldgicos dos processos infecciosos de animais de
companbhia.

Casos Clinicos de Otite Externa Canina

Distribui¢do quanto ao sexo

g 50,0%
Q 42,4%
Distribui¢do quanto a idade
adulto 92.,4%
filhote 6,1%
idoso 1,5%
Distribui¢do quanto a raga
Pastor Alemao 18,2%
SRD 16,7%
Beagle 12,1%
Labrador 7,6%
Cocker spainel 6,1%
Pastor holandes 4,5%
Pastor Mallinois 4,5%
Poodle 4,5%
Dogo alemao 3,0%
Pastor Belga 3,0%
Rotweiller 3,0%
Boxer 3,0%
Cane Corso 3,0%
Dashund 1,5%
Dalmata 1,5%
Rottweiler 1,5%
Pittbull 1,5%
Chow chow 1,5%
Pointer 1,5%
Lhasa Apsu 1,5%
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Infec¢odes do Trato Urinario

Distribui¢do quanto ao sexo

Ciaes Felinos

adulto 44,1% adulto 75,0%

1doso 41,2% idoso 25,0%
filhote 14,7%

Distribui¢do quanto a idade
) 61,8% ) 83,3%
Q 38,2% Q 16,7%
Distribui¢do quanto a raga

SRD 35,3% PCB 62,5%

Poodle 14,7% Ciamés 16,7%

Cocker spainel 5,9% Persa 12,5%

Pittbull 5,9% Perca 8,3%
Boxer 5,9%
Dog alemao 5,9%
Doberman 2,9%
Pastro aleméo 2,9%
Pastor alemao 2,9%
Dalmata 2,9%
Dashund 2,9%
Husky 2,9%
Cocker sp. 2,9%
Pastor 2,9%
Golden Retrv. 2,9%
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Infecgdes de pele de caes e gatos

Distribui¢do quanto ao sexo

Caes Felinos
) 64,5% Q 45,5%
Q 35,5% 3 54,5%
Distribui¢do quanto a idade
adulto 93,5% adulto 81,8%
idoso 6,5% idoso 18,2%
Distribui¢do quanto a raga

SRD 29,0% Ciamés 9,1%

poodle 9,7% PCB 27.3%

hotweiller 6,5% Perca 18,2%

Pittbull 6,5% SRD 45,5%
PCB 6,5%
Labrador 6,5%
Buldog ingl. 6,5%
Dashund 3.2%
Husky 3,2%
Pointer 3,2%
Pastor alemao 3,2%
Sharpei 3,2%
Golden Retr. 3,2%
Yorkshire 3,2%
Chowchow 3.2%
Lhasa apsu 3,2%
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Analises Estatisticas: Determinacao da CIM para Azitromicina.

Anexo VII

Tabela dos coeficientes para regressao logistica dos ensaios de dose-resposta.

Tratamento Coeficientes
a b c d r2
Azitromicina-caldo
Staphylococcus spp. 8,7857 -12,296 7,3236 -0,5707 0,974
Bastonetes Gram- -32,217 21,9928 -4,4457 0,3472 0,988
negativos
Azitromicina-agar
Staphylococcus spp. -14,067 12,8376  0,0897 0,0509 0,981
Bastonetes Gram- 23,1435 0 -1,6447 0,2169 0,985
negativos
Azitromicina-caldo
Staphylococcus aureus -13,939 9,2657 2,1562 -0,2225 0,94
S. intermedius -101,09 56,7203  -6,2028 0,2309 0,999
S. hyicus -95971 56,0523  -6,2854 0,2331 0,974
SCN 11111 6,8538 0,4953 -0,0453 0,996
Azitromicina-agar
Staphylococcus aureus -74,351 43,7508  -4,3979 0,1492 0,989
S. intermedius -10,381 8,8351 0,7526 -0,0738 0,981
S. hyicus -13,077 17,6514  -0,9996 -0,003 0,946
SCN 152778  -11,119 39336  -0225 0,985
Tratamento Concentragdo Inibitoria Minima (p.ml-1)
90% 50%
Azitromicina-caldo
Staphylococcus spp. 57,68003 15,03263
Bastonetes Gram-negativos 512 2724788
Azitromicina-agar
Staphylococcus spp. 171,2547 22,7848
Bastonetes Gram-negativos 310,8339 200,8535
Azitromicina-caldo
Staphylococcus aureus 114,5632 10,77787
S. intermedius 697,4945 11,55143
S. hyicus 81,00842 11,23556
SCN 526,3943 31,34145
Azitromicina-agar
Staphylococcus aureus 268,7275 13,36141
S. intermedius 117,784 24,59
S. hyicus 96,33579 16,33619
SCN 263,1971 53,07645
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Célculo de p valores adotando p> 0,05 (98%).

Staphylococcus spp. /Azitromicina Caldo

sensibilidade Dose tam.amostra z-coef normal padrdo p-valor
2 1 100
4 2 100
21 4 100
41 8 100
59 16 100 1,83 0,034
66 32 100 3,38 0,000
70 64 100 4,36 0,000
72 128 100 4,90 0,000
73 256 100 5,18 0,000
77 512 100 6,42 0,000
Staphylococcus spp. /Azitromicina Caldo
1 100
4 2 100
25 4 100
35 8 100
49 16 100 -0,20 0,579
58 32 100 1,62 0,053
63 64 100 2,69 0,004
65 128 100 3,14 0,001
69 256 100 4,11 0,000
75 512 100 5,77 0,000
Bastonetes Gram-negativos /Azitromicina Caldo
1,5625 4 64
9,375 8 64
10,9375 16 64
14,0625 32 64
20,3125 64 64 -5,90 1,000
34,375 128 64 -2,63 0,996
65,625 256 64 2,63 0,004
87,5 512 64 9,07 0,000
Bastonetes Gram-negativos /Azitromicina Agar
9,375 8 65
9,375 16 65
14,0625 32 65
17,1875 64 65
23,4375 128 65 -5,06 1,000
51,5625 256 65 0,25 0,400
75 512 65 4,65 0,000
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Staphylococcus intermedius /Azitromicina Caldo

sensibilidade Dose  tam.amostra z-coef normal padrdo p-valor
20 4 35
40 8 35
57,14285714 16 35
65,71428571 32 35
71,42857143 64 35 2,81 0,003
74,28571429 128 35 3,29 0,001
74,28571429 256 35 3,29 0,001
77,14285714 512 35 3,82 0,000
Staphylococcus aureus /Azitromicina Caldo
4,545454545 1 22
4,545454545 2 22
13,63636364 4 22
50 8 22
68,18181818 16 22 1,83 0,034
77,27272727 32 22 3,05 0,001
77,27272727 64 22 3,05 0,001
77,27272727 128 22 3,05 0,001
77,27272727 256 22 3,05 0,001
77,27272727 512 22 3,05 0,001
S. hycus /Azitromicina Caldo
23,07692308 4 13
38,46153846 8 13
61,53846154 16 13
61,53846154 32 13
69,23076923 64 13 1,50 0,067
69,23076923 128 13 1,50 0,067
69,23076923 256 13 1,50 0,067
69,23076923 512 13 1,50 0,067
SCN /Azitromicina Caldo
8,333333333 1 12
16,66666667 2 12
25 4 12
33,33333333 8 12
41,66666667 16 12 -0,59 0,721
50 32 12 0,00 0,500
58,33333333 64 12 0,59 0,279
66,66666667 128 12 1,22 0,110
66,66666667 256 12 1,22 0,110
75 512 12 2,00 0,023
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Staphylococcus intermedius /Azitromicina agar

sensibilidade ~ Dose  tam.amostra z-coef normal padrdo p-valor
2,857143 1 35
2,857143 2 35
22,85714 4 35
31,42857 8 35
42,85714 16 35 -0,85 0,803
60 32 35 1,21 0,114
62,85714 64 35 1,57 0,058
68,57143 128 35 2,37 0,009
71,42857 256 35 2,81 0,003
82,85714 512 35 5,16 0,000
Staphylococcus aureus /Azitromicina agar
7,692308 1 100
7,692308 2 100
38,46154 4 100
38,46154 8 100
53,84615 16 100 0,77 0,220
53,84615 32 100 0,77 0,220
61,53846 64 100 2,37 0,009
61,53846 128 100 2,37 0,009
61,53846 256 100 2,37 0,009
61,53846 512 100 2,37 0,009
S. hycus /Azitromicina agar
7,692308 1 13
7,692308 2 13
38,46154 4 13
38,46154 8 13
53,84615 16 13 0,28 0,390
53,84615 32 13 0,28 0,390
61,53846 64 13 0,86 0,196
61,53846 128 13 0,86 0,196
61,53846 256 13 0,86 0,196
61,53846 512 13 0,86 0,196
SCN /Azitromicina agar
8,333333 1 12
8,333333 2 12
8,333333 4 12
16,66667 8 12
33,33333 16 12 -1,22 0,890
41,66667 32 12 -0,59 0,721
58,33333 64 12 0,59 0,279
58,33333 128 12 0,59 0,279
66,66667 256 12 1,22 0,110
75 512 12 2,00 0,023
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Anexo VIII
Correlagdo entre fendtipo e genotipo da producio de hemolisinas.

Resultados obtidos através do teste de Qui-Quadrado (X?).

- Gene hla X produgéo de alfa-hemolisina.

Crosstab

Count
Adjusted Residual
hla
Count
+
Adjusted Residual

Total |Count

Chi-Square Tests

Value
Pearson Chi-Square 5,148(b)
Continuity Correction(a) 4,213
Likelihood Ratio 5,135
Fisher's Exact Test
Linear-by-Linear Association 5,097
N of Valid Cases 100

a Computed only for a 2x2 table

HEMOL

df

1
1
1

resultc

,023
,040
,023

,024

N-HEmoL | Total
44 68
2,3
13 32
23
57 100

(2-sided)

,031

Asymp. Sig. | Exact Sig. | Exact Sig.

(2-sided) (1-sided)

,020

b O cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 13,76.
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Resultados obtidos através do teste de Qui-Quadrado (X?).

- Gene hlb X produc¢éo de beta-hemolisina.

Count
Adjusted Residual
hib :

Count

Adjusted Residual

Total | Count

Crosstab
result
Total
HEMOL N-HEMOL
32 52 84
-2,3 2,3
11 5 16
2,3 -2,3
43 57 100

Chi-Square Tests
df Asymp. Sig.

Value (2-sided)
Pearson Chi-Square 5,153(b) 1 ,023
Continuity Correction(a) 3,978 1 ,046
Likelihood Ratio 5,147 1 ,023
Fisher's Exact Test
Linear-by-Linear Association 5,101 1 ,024
N of Valid Cases 100

a Computed only for a 2x2 table

Exact Sig. Exact Sig.

(2-sided)

,029

(1-sided)

,023

b O cells (,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is 6,88.
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Anexo IX

Correlacao entre fenotipo e gendtipo da producao de “slime”.
Resultados obtidos através do teste de Qui-Quadrado (X?).

slime

Total

Pearson Chi-Square

Continuity Correction(a)

Likelihood Ratio
Fisher's Exact Test
N of Valid Cases

- Genes icaA X producdo de “slime”.

Crosstab
Resultado
icaA
( ) Total
) +
Count 13 72 85
% within g1 15,3%  84,7% | 100,0%
Adjusted
Residual 16/ -16
Count 0 15 15
% within g1 ,0% | 100,0% | 100,0%
Adjusted
Residual 161 16
Count 13 87 100
% within g1 13,0%  87,0% | 100,0%

Chi-Square Tests

value | df| "B ea) | “Gsived) | (hoideds
2,637(b)| 1 ,104
1458 1 227
4555 1 033
207 104
100

a Computed only for a 2x2 table

b 1 cells (25,0%) have expected count less than 5.

The minimum expected count is 1,95.
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Resultados obtidos através do teste de Qui-Quadrado (X?).
- Genes icaB X producao de “slime”.

Crosstab
Resultado
icaB
( ) Total
) +
Count 13 72 85
B % within g2 15,3% | 84,7% 100,0%
Adjusted
. Residual 16/ -16
slime
Count 0 15 15
+ % within g2 ,0% | 100,0% | 100,0%
Adjusted
Residual 161 16
Count 13 87 100
Total
% within g2 1 13,0% | 87,0% | 100,0%
Chi-Square Tests
Asymp. Sig. Exact Sig. | Exact Sig.
Value 1 df 1 "5 Gided) (2-sided) | (1-sided)
Pearson Chi-Square 2,637(b)| 1 ,104
Continuity
Correction(a) 1458 1 221
Likelihood Ratio 4555 1 ,033
Fisher's Exact Test ,207 , 104
N of Valid Cases 100

a Computed only for a 2x2 table

b 1 cells (25,0%) have expected count less than 5. The minimum expected count is
1,95.
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Anexo X

Perfil dos isolados de Staphylococcus spp. (n=100) quanto a presenga dos genes agr,
hla, hlb, icaA, icaD e spaA.

Hemolisinas "'slime"’ Proteina A

Perfil (n de isolado) agr hla hlb icaA icaD sapA
1(18) - - - - - -
2(12) - - - - - -
3(10) + - - - - -
4(9) - + - - - +
5(6) + - - - - +
7(6) - - - + - +
8(5) - + + - + +
9(4) - - - + - -
10(4) -
9(4) +
10(4) - - + - ;

11(3) - - - - - -
12(2) + - - + - -
13(2) - - - - +
142)
15(2)
16(1)
17(1)
18(1)
19(1)
20(1)
21(1)
22(1) - + _ ]

+ + ++ ++ + o+
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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