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RESUMO

A piodermite pode ser definida como uma condicédo infecciosa produtora de pus com
causa bacteriana que acomete a pele. Staphylococcus spp € a bactéria mais
frequentemente envolvida nessas infec¢oes em cédes. A Dermatite atopica canina (DAC)
é uma doenca inflamatoria e pruriginosa da pele cdes com caracteristicas clinicas e
relacionada a uma resposta de hipersensibilidade tipo I, direcionada aos anticorpos de
imunoglobulinas E (IgE) principalmente contra alérgenos ambientais DAC possui
componente genético e leva a perda na barreira de protecdo da pele, fazendo com que
seus portadores apresentem quadros de piodermites recidivantes. Foram selecionados 25
cdes de varias ragas, idade e sem predilecdo sexual. Todos foram diagnosticados
clinicamente como portadores de piodermite de repeticdo e DAC. Material purulento foi
coletado para cultivo em meio Agar sangue e Agar Mackonkey e através de
caracteristicas microbioldgicas fazer o isolamento de Staphylococcus spp e posterior
realizacdo de PCR e qPCR para detec¢cdo do gene mecA, e finalmente confirmando com
0 sequenciamento nucleotidico das amostras positivas. Nove (36%) amostras foram
positivas em uma ou ambas as técnicas de PCR. Como primeira pesquisa acerca do
tema realizada na regido e com o resultado bastante representativo, concluimos que a
deteccdo do gene nesses micro-organismos isolados de cdes com doencas
dermatolégicas muito comuns, nos faz refletir sobre uma melhor abordagem
terapéutica, visando uma melhor qualidade da saude humana e animal.



ABSTRACT

Pyoderma can be defined as an infectious condition producing pus with a bacterial
cause that affects the skin. Staphylococcus spp is the bacterium most frequently
involved in these infections in dogs. Canine atopic dermatitis (CAD) is an inflammatory
and pruriginous skin disease of dogs with clinical characteristics and related to a type |
hypersensitivity response, targeted to immunoglobulin E (IgE) antibodies mainly
against environmental allergens. CAD has a genetic component and leads to loss in the
protective barrier of the skin, causing their carriers to present cases of recurrent
pyoderma. We selected 25 dogs of various races, age and no sexual preference. All were
clinically diagnosed as having recurrent pyoderma and CAD. Purulent material was
collected for culture in Blood Agar and Mackonkey Agar and by means of
microbiological characteristics to isolate Staphylococcus spp and subsequent PCR and
gPCR for detection of the mecA gene, and finally confirming with the nucleotide
sequencing of the positive samples. Nine (36%) samples were positive in one or both
PCR techniques. As a first research on the topic performed in the region and with the
result quite representative, we concluded that the detection of the gene in these
microorganisms isolated from dogs with very common dermatological diseases, make
us reflect on a better therapeutic approach, aiming at a better quality of health human
and animal.
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INTRODUCAO

A pele é uma estrutura de grande importancia no organismo, pois além de ser
prontamente visivel, tem a finalidade de funcionar como barreira anatbmica e
fisioldgica entre o animal e 0 meio ambiente.

As doencgas dermatologicas tem uma ocorréncia cada vez maior na clinica
médica de animais de companhia e as piodermites superficiais em cdes apresentam uma
casuistica alta e a perda de barreira de protecdo cuténea ocasionada pela dermatite
atopica canina parece ser uma causa importante nos casos recidivantes.

Staphylococcus pseudointermedius resistente a meticilina (MRSP) vem sendo
descrito desde os anos 80, como sendo espécie frequente nas piodermites recorrentes,
tornando o tratamento desta dermatopatia cada vez mais complicado. Alguns autores
descrevem que nos Estados Unidos da Ameérica cepas resistentes dessa bactéria vém
apresentando crescimento em sua ocorréncia. Os MRSP podem ser portadores do gene
mecA, responsavel pela transcri¢do da proteina Penicillin — Binding Protein 22 (PBP2a)
que reduz a susceptibilidade dessas bactérias aos antibidticos betalactamicos.

A dermatite atopica canina (DAC) é uma enfermidade dermatoldgica de
predisposicdo genética com caracteristicas clinica inflamatéria e pruriginosa com
producdo de imunoglobulinas E (IgE). Estudos tém mostrado que os cdes portadores
dessa alteracdo apresentam defeito de barreira cutdnea com perda de 4agua
transepidérmica e reducdo de peptideos antimicrobianos. Com efeito, diante destas
alteracdes, cdes portadores de DAC apresentam predisposicdo para desenvolvimento de
piodermites superficiais de forma redicivante.

Staphylococcus spp é uma bactéria de alta ocorréncia em piodermites
superficiais, e visto que os cdes sdo habitantes cada vez mais presentes nos lares
brasileiros e a dermatite atépica uma enfermidade também cada vez mais
frequentemente diagndsticada, vislumbra-se aqui um caso de extrema importancia na
salde publica. Justifica-se entdo a realizacdo da presente pesquisa para elucidar se ha
Staphylococcus spp com 0 gene mecA em cdes com piodermites recidivantes na regido

norte do Brasil.
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OBJETIVOS

GERAL:
- Detectar 0 gene mecA em Staphylococcus spp. isolados da pele de caes portadores de

piodermite recidivante e dermatite atopica.

ESPECIFICOS

- Utilizar os critérios de Favrot (2010) para formar um grupo homogéneo de portadores
de dermatite atdpica.

- Diagnosticar cdes com piodermite de repeticéo.

- Isolar e identificar Staphylococcus spp. de piodermites de cédes, bem como realizar

técnicas de PCR e gPCR pra detec¢do do gene mecA.
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REVISAO DE LITERATURA

PIODERMITES

1-Generalidades

A pele forma uma barreira protetora sem a qual a vida seria impossivel. Esta
barreira tem quatro componentes, ambiental, fisico, quimico e microbiol6gico
(MILLER, GRIFFIN e CAMPBELL, 2013) Seus componentes sensoriais percebem
calor, frio, dor, prurido, toque e pressdo. Desta forma, sua coesdo dentre os sistemas
organicos internos, reflete processos patoldgicos que sdo primarios em outras partes do
corpo ou compartilhados com outros tecidos (SCOTT, MILLER e GRIFFIN, 2001).

A pele tem sua microbiota normal formada por bactérias residentes, transitorias
e fungos. Nos cdes, 0s géneros ou espécies bacterianas residentes encontradas sdo
Micrococcus spp., Staphylococcus pseudintermedius, Streptococcus [B-hemolitico,
Acinetobacter spp., Clostridium spp. e recentemente foi encontrado Propionibacterium
acnes. As bactérias transitorias incluem Corynebacterium spp., Escherichia coli ,
Bacillus spp., Pseudomonas spp. e Proteus mirabilis (SCOTT, MILLER e GRIFFIN,
2001).

InfeccBes piogénicas mistas acometem todos 0os mamiferos e todos seus sistemas
organicos. Portanto, a piodermite também pode ser definida como uma condicéo
infecciosa, produtora de pus, de causa bacteriana que acomete a pele em qualquer nivel
de profundidade (BIBERSTEIN & HIRSH, 2003; GUARDABASSI et al., 2010).

2- Caracterizacao das espécies de Staphylococcus spp.

Staphylococcus sdo bactérias gram-positivas, anaerdbias facultativas e esféricas
gue normalmente compdem a microbiota da pele integra e das mucosas de mamiferos e
aves (GRIFFETH et al., 2008). Possui cerca de 41 espécies e 24 subespécies, e destas,
10 sdo de importancia veterinaria e podem causar doencas em animais: S. aureus, S.
intermedius, S.pseudintermedius, S. epidermidis, S. hyicus spp. hyiicus, S. schleiferi spp.
coagulans, S. sciuri, S. lentus, S. caprae e S. gallinarum (LEME, 2001; BIBERSTEIN
& HIRSH, 2003; GRIFFETH et al., 2008; EUZEBY, 2009).
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O género Staphylococcus pertence a familia Micrococacceae, que agrupa 0s
cocos Gram-positivos catalase-positivos que atacam carboidratos por oxidagdo e
fermentacdo. Microscopicamente, os estafilococos séo células esféricas, com 0,5 a 1,5
um de didmetro, ocorrendo isolados, em pares, tétrades, cadeias curtas ou como
agrupamentos em forma de cachos de uvas. S&o imdveis, ndo-esporulados, anaerobios
facultativos, suas colénias geralmente sdo opacas, com coloracéo variavel do branco ao
creme e algumas vezes do amarelo ao laranja (LEME, 2001; BIBERSTEIN & HIRSH,
2003).

Resistem a dessecacao por semanas, a aquecimento de até 60°C por 30 minutos,
a concentracOes de pH entre 4,0 e 9,5 e a concentragdes salinas de 7,5% utilizadas nos
meios seletivos para isola-los. Alguns estafilococos, por possuirem enzimas que Ihes
conferem a capacidade de coagular plasma, sdo divididos em coagulase-positivos e
coagulase-negativos, sendo essa caracteristica de suma importancia na identificacdo das
espécies de estafilococos patogénicos em humanos e animais pelos laboratérios
(BIBERSTEIN & HIRSH, 2003).

As espécies produtoras de coagulase (S. aureus, S. hyicus, S.pseudointermedius e
S. schleiferi subsp. coagulans) sdo potencialmente patogénicas para uma grande
variedade de animais, assim como para os seres humanos (WERCKENTHIN et al.,
2001; WEESE ,DICK e WILLEY, 2006).

Para a diferenciacdo de espécies e subespécies do género Staphylococcus,
algumas principais caracteristicas sdo apontadas, como: diametro da colénia em mm (>
5mm), pigmento carotendide da coldnia, crescimento aerdbico, crescimento anaerébico
em tioglicolato, crescimento em agar contendo 10 e 15% de cloreto de s6dio (NaCl),
crescimento a 15 e 45°C, teste de oxidase (deteccdo do citocromo C), producéo de acido
latico a partir de L(+)-isbmeros e D(-) — isbmeros, producdo de acetoina, teste da
aldolase, producdo de &cidos a partir de diversos substratos, presenca de enzima
hialuronidase, reducdo de nitrato, teste da fosfatase alcalina, coagulase (sangue de
coelho), hemolise, producdo de DNAse, resisténcia a novobiocina (concentragdo
inibitéria minima > 1,6 pg/mL) e testes de catalase, dentre outros (BIBERSTEIN e
HIRSH, 2003).
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3-Piodermites em cées

A infeccdo piogénica da pele recebe o nome de piodermite, (MEDLEAU, LONG
e BROWN, 1986; IHRKE, 1987; SCOTT e PARADIS, 1990; CARLOTTI, JASMIN e
GUAGUERE, 1995). Segundo Miller, Griffin e Campbell (2013) a piodermite
bacteriana superficial € uma das dermatopatias mais frequentes em cées e trata-se de
uma infecgdo dos foliculos pilosos e epiderme adjacente que €, na grande maioria das
vezes, secundaria a causas como dermatopatias infecto- parasitérias, alergias,
disqueratoses e endocrinopatias.

A suscetibilidade da pele dos cdes a piodermites estd relacionada ao fato da
epiderme do cdo apresentar uma camada cOrnea mais delgada e compacta em
comparacgdo a camada cornea de outras espécies; o 6stio folicular ser mais aberto, o pH
cutaneo ser mais neutro ou levemente acido e a pele inflamada associada a doencas
alérgicas e disqueratoticas estdo associadas com a  diminuicdo de peptideos
antimicrobianos, o que favorece a colonizacdo por estafilococos coagulase-positivos

mais rapidamente do que a pele sadia (PIANTA et al., 2006).

3.1- Etiologia das piodermites em cées

A principal espécie envolvida no processo é S. pseudintermedius, embora S.
aureus e S. schleiferi possam também ser causadores de infeccdes recorrentes
(BIBERSTEIN e HIRSH, 2003; GUARDABASSI et al., 2010).

Devriese et al. (2005) e Pianta et al. (2006) caracterizaram esta bactéria baseada
na reacao negativa para prova de coagulase.

Ja Frank et al., (2003), cita que a espécie S. schleiferi, embora isolada com
menor ocorréncia em cdes, parece ser mais frequente e comum nas piodermites

recorrentes.

3.2- Classificacéo e aspectos clinicos das piodermites em cées

Levando-se em consideracdo seu perfil clinico pode ser classificada em
superficial e profunda, e isto dependem de qual camada da pele a infeccdo esta
acometendo (PREVOST; COUPPIE; MONTEIL,. 2003).
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Alguns autores citam que na piodermite superficial ndo ha invasao da epiderme
e sim uma colonizacgdo sobre a superficie da pele. Estas sdo caracterizadas por eroséo
superficial da camada cdrnea associada com eritema, exsudacdo e prurido (MASON,
1991). Destacam-se nessa categoria a dermatite Umida aguda e o intertrigo
(MORIELLO, 1994, SCOTT, MILLER e GRIFFIN, 2001; GROSS et al., 2005).

Figura 1: Dermatite Umida aguda em lateral da face de cdo. Observa-se o brilno do local devido
exsudacdo, bem como eritema evidente na leséo.

Fonte: Arquivo pessoal

Nas piodermites superficiais ha colonizacao bacteriana da epiderme (impetigo) e
do epitélio folicular (foliculite). De acordo com Larsson Jr. (2008) a piodermite
superficial tem um importante papel na dermatologia canina, devido ser mais frequente
que as profundas e conceitualmente tem etiologia mdultipla e, em alguns cées, assumem
carater cronico e recidivante.

Seus sinais clinicos mais comuns sdo papulas, pustulas, colarinhos epidérmicos,
crostas melicéricas, eritema, alopecia circular e hiperpigmentacdo, entretanto, Larsson
Jr (2008) relata que a apresentagdo clinica pode ser bastante versatil devido a variaveis
como padrdo racial, resposta individual do paciente e fatores intrinsecos do agente
etiologico.
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As foliculites bacterianas podem progredir para camadas mais profundas ou
transformar-se em furunculose e celulite (GROSS et al., 2005).

Estudos realizados por Scott, Miller e Griffin (2001) relatam que as piodermites
podem ainda ser classificadas em primaria e secundaria em funcdo da auséncia ou
presenca de uma causa adicional. Pode-se também encontrar esta classificagdo como
sendo priméria e secundaria ou ainda idiopatica (CURTIS, LAMPORT; LLOYD,
2006).

As primarias sao raras e ocorrem em funcdo da inatividade de mecanismos de
defesa presentes na pele, enquanto que as secundarias ocorrem mais comumente e sdo
dependentes de alteracGes adicionais (Quadro 1) que alteram a resisténcia da pele a
infeccdes (IHRKE, 1987; SCOTT, MILLER e GRIFFIN, 1996).

Quadro 1:Alteragdes adicionais que predispde ao aparecimento de piodermites.

Hipersensibilidade Dermatite alérgica a picada de pulga e

carrapatos, alergia alimentar e atopia

Parasitarias Demodiciose e escabiose
Fungicas Dermatofitoses
Enddcrinas Hipotireoidismo, hiperadrenocorticismo,

dermatoses relacionadas aos hormonais

sexuais.

Outras Defeitos de queratinizagdo; manejo
higiénico inadequado e uso prolongado

de drogas imunossupressoras.

3.3- Diagndstico das piodermites em cées

O diagnéstico de piodermite é baseado na anamnese, exame fisico e exames
complementares. O proprietario descreve com precisdo a evolucdo das lesbes
pustulosas, que séo facilmente observadas pelo clinico (LARSSON JR, 2008).

Dentre os exames complementares, o citoldégico pode ser bastante conclusivo

para diagnostico de piodermite. Uma amostra citoldgica da pele normal consiste em
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células superficiais com queratina com pouca presenca de células bacterianas. Vale
ressaltar que componentes inflamatérios (neutréfilos e macréfagos), presenca de cistos
(células glandulares sebaceas), e neoplasias (melandcitos, mastdcitos), podem ser
identificadas pela técnica citoldgica (BANKS, 1992).

A citologia permite fazer distincdo entre a infeccdo bacteriana da pele e a
colonizagdo bacteriana. A visualizagdo de neutrofilos degenerados e bactérias
fagocitadas sdo compativeis com o quadro de infeccdo. A presenca bacteriana na pele
sadia se mostra presente em pequeno numero (SCOTT, MILLER e GRIFFIN, 1996).
Segundo Carlotti e Pin (2004) pode-se visualizar na citologia a presenca de granulocitos
neutréfilos degenerados, imagens de fagocitose, cocos ou bacilos, macréfagos,
linfocitos, plasmacitos, granulécitos e eosindfilos. Cora-se o esfregaco da secrecdo pelo
método de Gram ou ainda usando coloracdo rapida, como o panético rapido, Giemsa ou
Wright (CONCEICAOQ; FABRIS, 1999).

A cultura bacteriana e os testes de sensibilidade a antibidticos (TSA) estdo
indicados quando na citologia sdo observados bastonetes, quando a antibioterapia
escolhida de forma empirica é ineficaz e em casos de piodermite recorrente (NOLI,
2003).

O uso da cultura com antibiogramas gera controvérsias entre pesquisadores e
clinicos. Segundo Scott, Miller e Griffin (2001), a citologia deve ser o primeiro exame a
ser solicitado e, caso haja a visualizacdo de cocos intracelulares, deve-se instituir
antibioticoterapia adequada para estafilococos coagulase positivos. Entretanto, Cole et
al., (1998) diz que devido a grande proporcdo de cepas bacterianas resistentes aos
antimicrobianos usados na clinica veterinaria, a realizagdo de cultura com antibiograma
é extremamente necessaria.

Segundo Hill e Moriello, (1994) o fato de ndo se encontrar cocos Gram positivos
no exame citolégico ndo exclui o diagnostico de piodermite bacteriana, e a cultura
bacteriana deve vir acompanhada de antibiograma quando for visualizado no exame
citoldgico um grande nimero de bastonetes Gram negativos que torna o diagnostico
etioldgico incerto. Hillier, et al. (2006) também concordam que auséncia de bactérias

em exames citoldgicos ndo exclui diagnostico de piodermite bacteriana.
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3.4- Piodermites multirresistentes

A multirresisténcia e definida quando o microrganismo apresenta resisténcia in
Vitro para pelo menos trés diferentes classes de antimicrobianos, além de antibidticos [3-
lactamicos (COOMBS, NIMMO e BELL.,2004).

Meticilino-resistente é a expressdo empregada para denominar as cepas de
estafilococos que ndo respondem a terapia com meticilina e, por extensdo, as
isoxazolilpenicilinas (oxacilina) e as cefalosporinas, em funcdo da resisténcia cruzada
aos antibioticos B-lactdmicos (PENTEADO FILHO, LOPES e LEVI, 2007).

A proteina que se liga & penicilina (penicillin-binding protein - PBP2a ou
PBP2’) codificada pelo gene mecA é a responsdvel pela resisténcia & meticilina
(NIEMEYER et al., 1996; CHAMBERS, 1997; GORTEL et al., 1999; WAYNE, 2003).

Pesquisadores relatam que uma das origens da resisténcia € a importacdo dos
genes causadores do fenémeno, consistindo na resisténcia transferivel ou horizontal
(CUNHA, 1998; TAVARES, 2000; ALTERTHUM, 2005). Essa transferéncia,
horizontal, do gene mecA em Staphylococcus spp. tem contribuido para a circulacdo
mundial de clones meticilina-resistentes e multidroga-resistentes (AARESTRUP et al.,
2001) e tem sido apontada como mecanismo comum de resisténcia a farmacos
(TRAMPER-STRANDERS et al., 2007).

Estes Staphylococcus spp. resistentes a meticilina isolados de animais
domésticos tém sido documentados desde a década de 70 (DEVRIESE, VANDAME e
FAMEREE, 1972), sendo que MORRIS et al., (2006) conseguiram isolar, em cées,
cepas de S. aureus, S. intermedius e S. schleiferi resistentes a meticilina.

A ocorréncia no Brasil foi documentada por Maluta et al., (2008) que
conseguiram isolar duas cepas de Methicilin Resistant coagulase Negative
Staphylococcus (MRCONS) de cées (4%) e 18 cepas de seres humanos (36%) em um
hospital veterinario de ensino, muito embora ndo tenham isolado cepas de S. aureus e S.
intermedius resistentes a meticilina (MRSA e MRSI, respectivamente).

Outro estudo detectou resisténcia em 48,6% dos isolados de Staphylococcus spp.
de diferentes sitios infecciosos de animais de companhia (PEREIRA et al., 2009).

Tunon, Silva e Faierstein (2008) isolaram cepas de Staphylococcus spp. de ouvido de
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cdes com otites e encontraram 83% de cepas resistentes a pelo menos um dos
antibidticos utilizados.

Os estafilococos que apresentem heterorresisténcia possuem crescimento mais
lento que a populacdo sensivel a oxacilina. Desta forma, os testes de sensibilidade
convencionais, como o método de difusdo em disco, nem sempre sdo sensiveis 0
suficiente para detectar essas populagdes heterorresistentes. Atualmente, o teste de
triagem para essas cepas é feito por meio da verificacdo da sensibilidade & oxacilina e a
determinacéo da presenca do gene mecA por técnicas moleculares utilizando a reagéo
em cadeia mediada pela polimerase (PCR) (PENTEADO FILHO, LOPES e LEVI,
2007).

O potencial risco tanto a salde humana quanto a do animal, diante da
possibilidade do surgimento de bactérias resistentes nos animais de companhia, tem
sido, até agora, considerado insignificante. No entanto, estdo surgindo resisténcia
relevante do ponto de vista clinico em bactérias isoladas, sobretudo de caes
(GUARDABASSI, SCHWARZ e LLOYD, 2004). As principais raz0es para
preocupacdo sdo, em ordem de importancia, S.aureus resistente a meticilina (MRSA) e
S. intermedius resistente a meticilina (MRSI) (GUARDABASSI et al., 2010).

O uso de antimicrobianos pelos clinicos de pequenos animais tem na piodermite
uma razdo frequente para prescricdo, e tanto faz se € superficial ou profunda, pois
Staphylococcus pseudintermedius esta presente, e em muitos casos recorrentes, tem-se a
presenca de S. aureus e S. schleiferi (PIANTA et al., 2006; GUARDABASSI et al.,
2010).

A amplificagdo de DNA a partir de “primers” ou iniciadores especificos € muito
uatil para se estabelecer o perfil de resisténcia das linhagens de amostras clinicas. Os
testes moleculares, dentre eles a PCR, podem ser usados como referéncia, inclusive para
se avaliar novas técnicas que determinam a referida resisténcia (TENOVER et al., 1995;
NEVES et al., 2007).

O aparecimento de S. aureus resistentes a meticilina (MRSA) esta cada vez mais
documentado em caes e¢ gatos (O’MAHONY et al.,, 2005; MORRIS, ROOK e
SHOFER, 2006; BOOST, O'DONOGHUE e SIU, 2007; GRIFFETH et al., 2008), face

a elevada morbidade e mortalidade em todo o0 mundo, esta resisténcia é preocupante.
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Os animais, assim como humanos, podem ser portadores assintomaticos de
MRSA na superficie da pele e mucosas. Além de apresentarem resisténcia a todas as
penicilinas e cefalosporinas, essas bactérias sdo, com frequéncia, resistentes a
fluoroquinolonas, aminoglicosideos, tetraciclinas, macrolideos e lincosaminas
(GUARDABASSI et al., 2010).



27

REFERENCIAS

AARESTRUP, F. M. et al., Effect of abolishment of the use of antimicrobial agents for
growth promotion on occurrence of antimicrobial resistance in fecal enterococci from
food animals in Denmark. Antimicrobial Agents and Chemotherapy - American
Society for Microbiology, Maryland, v.45, n.7, p. 2054-2059, 2001.

ALTERTHUM, F. Mecanismo de acdo dos antibacterianos e mecanismos de resisténcia.
In: TRABULSI, L. R.; ALBERTHUM, F. Microbiologia. 4.ed. Sdo Paulo: Atheneu.
cap.11. p.79-84p.2005.

BANKS, W. J. Sistema tegumentar In: BANKS, W. J. Histologia veterinaria aplicada.
2. ed. Sdo Paulo: Manole, p. 391-424, 1992.

BIBERSTEIN, E. L.; HIRSH, D. C. In: HIRSH, D. C.; ZEE, Y. C. Microbiologia
Veterinaria. 2.ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan. cap.21. 108- 112p. 2003.

BOOST, M. V.; O'DONOGHUE, M. M.; SIU, K. H. Caracterisation of methicillin-
resistant Staphylococcus aureus isolates from dogs and their owners. Clinical
Microbiology and Infection, Marseille, v.13., n.7, p.731- 733, 2007.

CARLOTTI, D. N.; PIN, D. Diagnostico dermatologico. Sdo Paulo: Ed. Roca, 2004.

CARLOTTI, D. N.; JASMIN, P.; GUAGUERE, E. Utilisation de la marbofloxacine
dans le traitement des pyodermites du chien. Pratique Medicale et Chirurgicale de
L'animal de Compagnie, Paris, v. 30, p. 231-293, 1995.

CHAMBERS, H. F. Methicillin resistance in staphylococci: molecular and biochemical
basis and clinical implications. Clinical Microbiology, Washington, v.10, n.4, p.781-
791, 1997.

COLE, L. K.; KWOCHKA, K. W.; KOWALKI, J. J. HILLIER, A. Microbial flora and
antimicrobial susceptibility patterns of isolated pathogens from the horizontal ear canal
and middle ear in dogs with otitis media. Journal of the American Veterinary
Medical Association, Chicago, v. 212, n. 4, p. 534-538, 1998.

COOMBS, G. W; NIMMO, G. R; BELL J. M. Genetic diversity among community
methicillin-resistant Staphylococcus aureus strains causing outpatient infections in
Australia. Journal of Clinical Microbiology, Washington DC, v.42, p.4735-43, 2004.

CONCEICAQO, L. G.; FABRIS, V. E. Piodermite Canina - Parte Il. Cdes & Gatos, Sao
Paulo, v. n.86, p. 16-20, 1999.

CUNHA, B. A. Antibiotic resistance. Drugs of Today. Barcelona, v.34, n.8, p.691-698,
1998.



28

CURTIS, C.F., LAMPORT, A.l, LLOYD, D.M. Masked controlled study to investigate
the efficacy of a Staphylococcus intermedius autogenous bacterin for the control of
canine idiophatic recurrent superficial pyoderma. Veterinary Dermatology, v.17, n.3,
p.163-168, 2006.

DEVRIESE, L. A;; VANDAMME, L. R.; FAMEREE, L. Methicillin (cloxacillin)-
resistant Staphylococcus aureus strains isolated from bovine mastitis cases.
Zentralblatt Fur Veterinarmedizin Riehe B, Berlim, v.19, n.7, p.598-605, 1972.

DEVRIESE, L .A. et al., Staphylococcus pseudintermedius sp. nov., a coagulasepositive
species from animals. International Journal of Systematic and Evironmental
Microbiology, Reading, v. 55, n. 4, p. 1569-1573, 2005.

EUZEBY, J . P. List of bacterial names with standing in nomenclature. Disponivel em:
http://www.bacterio.cict.fr/s/staphylococcus.html . Acesso em: 30 set. 2015.

FRANK, L. A. et al. Isolation of Staphylococcus schleiferi from dogs with pyoderma.
Journal of The American Veteterinary Medical Association, Schaumburg, v. 222, n.
4, p. 451-454, 2003.

GORTEL, K. et al., Methicillin resistance among staphylococci isolated from dogs.
American Journal of Veterinary Research, Chicago, v.60, n.12, p.1526-1530, 1999.

GRIFFETH, G. C. et al., Screening for skin carriage of methicillin-resistant
coagulasepositive staphylococci and Staphylococcus schleiferi in dogs healthy and
inflamed skin. Veterinary Dermatology, Oxford, v.19, n.3, p.142-149, 2008.

GUARDABASSI, L.; SCHWARZ, S.; LLOYD, D. H. Pet animals as reservoirs of
antimicrobial-resistent bacteria. Journal of Antimicrobial Chemotherapy, Oxford.
v.54,n.2, p.321-322, 2004.

GUARDABASSI, L. et al., Orientacdes para 0 uso de antimicrobianos em cées e gatos.
In: GUARDABASSI, L.; JENSEN, L. B.; KRUSE, H. Guia de antimicrobianos em
veterinaria. 1.ed. Porto Alegre: Artmed. cap.11. 224-246p. 2010.

GROSS, T. L. et al., Skin diseases of the dog and cat, Clinical and histopathologic
diagnosis, Missouri, v .2, p. 4-9, 2005.

HILLIER, A. et al., Pyoderma caused by Pseudomonas aeruginosa infection in dogs:
20 cases. Veterinary Dermatology, Oxford, v. 17, n. 6, p. 432-439, 2006.

HILL, P.B., MORIELLO, K.A. Canine Pyoderma. Journal of American veterinary
medical association. V.204, 3, p. 334-340, 1994.

IHRKE, P. J. An overview of bacterial skin disease in the dog. British veterinary
journal, London, v.143, p.112-118, 1987.



29

LARSSON JR, C.E., Estudo comparativo da eficacia da imunoterapia com bacterina e
de dois esquemas de pulsoterapia antibidtica no manejo de piodermites superficiais
idiopéticas recidivantes caninas. Dissertacdo de mestrado. Faculdade de medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de S&o Paulo. 88f. 2008.

LEME, I. L. Estafilococcias. In: FERREIRA, A. W.; AVILA, S. L. Diagnéstico
Laboratorial das Principais Doengas Infecciosas e Auto-Imunes. 2.ed. Rio de
Janeiro: Guanabara Koogan. cap 12. 147-159p. 2001.

MALUTA, R. P. et al., isolamento de estafilococos resistentes a meticilina e perfil de
suscetibilidade a antimicrobianos de cepas isoladas em um hospital veterinario de
ensino no Brasil. In: Congresso Brasileiro de Iniciacdo Cientifica, 2008, Gramado.
Anais eletrdnicos...[online]. Disponivel em:
WWW.Sovergs.com.br/conbravet2008/anais/cd/resumos/R0200-3.pdf. Acesso em: 17
mai. 2009.

MANSON, I.S. Canine pyoderma. Journal of Small Animal Practice, Oxford, v. 32,
p. 381-386, 1991.

MEDLEAU, L.; LONG, R. E.; BROWN, J. et al. Frequency and antimicrobial
susceptibility of Staphylococcus especies isolated from canine pyodermas. American
Journal of Veterinary Research, Chicago, v. 47, p. 229-231, 1986.

MILLER, W., GRIFFIN, C.,CAMPBELL,K. Small Animal Dermatology. 7 ed,
Elsevier, 2013.

MORIELLO, K. A. Diseases of the skin. In: SHERDING, R. G. The cat: diseases and
clinical management. 2. ed. New York: Churchill Livingstone. v. 2, p. 1915- 1916.
1994,

MORRIS, D. O.; ROOK, K. A.; SHOFER F. S. Screening of Staphylococcus aureus,
Staphylococcus intermedius, and Staphylococcal schleiferi isolates obtained from small
companion animals for antimicrobial resistance: a retrospective review of 749 isolates
(2003-2004). Veterinary Dermatology, Oxford, v.17, n.5, p.332-337, 2006.

MULLER, G. H.; KIRK, R. W.; SCOTT, D. W. Bacteral skin diseases. In: In:
GRIFFIN, C.E MILLER & KIRK’S. Small animal dermatology. 4 ed. Phyladelphia:
W.B.Saunders. p. 244-287. 1989.

NEVES, M.C. et al. Deteccdo de gene de Resistencia antimicrobiana em cormossomos
e plasmineos de Staphylococcus spp. Arquivo do Instituto Biologico.S&o Paulo, v.74,
n.3, p. 207-213. 2007.

NIEMEYER D. M. et al., Role of mecA transcriptional regulation in the phenotypic
expression of methicillin resistance in Staphylococcus aureus. Journal of Bacteriology,
Washington, v.178, n.18, p.5464-5471, 1996.



30

NOLLI, C. Staphylococcal pyoderma. In A. Foster & C. Foil (Eds.) BSAVA manual of
small animal dermatology, British small animal veterinary association. Gloucester,
UK (2 nd ed), p.159-168. 2003.

O’MAHONY, R. et al. Methicillin — Resistant Staphylococcus aureus (MRSA) isolated
from animals and veterinary personnel in Ireland. Veterinary Microbiology. Amsterda.
V.109, n.3-4, p.285-296. 2005.

PENTEADO FILHO, S. R.; LOPES, H. V.; LEVI, G. C.. Antibidticos classicos:
principais caracteristicas e uso terapéutico. In: NETO, V. A.; NICODEMO, A. C,;
LOPES, H. V.. Antibidticos na Pratica Médica. 6.ed. Sdo Paulo: Sarvier. cap 4. 94-
96p. 2007.

PEREIRA, 1. A. et al., Suscetibilidade a Azitromicina de Isolados Bacterianos de
Processos Infecciosos em Cées e Gatos. Pesquisa Veterinaria Brasileira, Rio de
Janeiro, v.29, n.2, p.153-156, 2009.

PIANTA C. et al., Pioderma estafilocdcico canino: identificacdo das espécies e
sensibilidade aos antimicrobianos. Revista de Ciéncias Agroveterinarias, Lages, V. 5,
n. 1, p. 60-63, 2006.

PREVOST,G., COUPPIE, P., MONTEIL,H. Staphylococcal epidermolysis, Current
opinion in infections deseases, v.16, n.2, p.71-76, 2003.

SCOTT, D. W.; PARADIS, M. A survey of canine and feline skin disorders seen in a
university practice: small animal clinic, University of Montréal, Saint-Hyacinthe,
Québec. Canadian Veterinary Journal, Ottawa, v. 31, n.12, p. 830-835, 1990.

SCOTT, D. W.; MILLER, W. H.; GRIFFIN, C. E. In: SCOTT, D. W.; MILLER, W. H.;
GRIFFIN, C. E. Dermatologia de pequenos animais. 5. Ed. Rio de janeiro: Interlivros.
p. 301-359. 1996.

Muller e Kirk’s small animal dermatology. 6. ed. Philadelphia: W. B.
Saunders,. 1527 p., 2001.

TAVARES, W. Bactérias gram-positivas problemas: resisténcia do estafilococo, do
enterococo e do pneumococo aos antimicrobianos. Revista da Sociedade Brasileira de
Medicina Tropical, Uberaba, v.33, n.3, p.281- 301, 2000.

TENOVER, F.C. et al. Interpreting chromosomal DNA restriction patterns produced by
pulsed-field gel electrophoresis: criteria for bacterial strain typing. Journal of clinical
microbiology. V.33, issue 9. P. 2233-2239. 1995.



31

TRAMPER-STRANDERS, G. A. et al., Macrolide-Resistent Staphylococcus aureus
Colonization in Cystic Fibrosis Patients: Is There Transmission to Household Contacts?
Journal of Antimicrobial and Chemotherapy - American Society for Microbiology,
Maryland, v.60, n.3, p.665-668, 2007.

TUNON, G. I. L.; SILVA, E. P.; FAIERSTEIN, C. C.. Isolamento de Estafilococos
Multirresistentes de Otites em Cdes e sua Importancia para a Satde Publica. Boletim
Epidemiologico Paulista, S&o Paulo, v.58, n.5, 2008.

WAYNE, P. A. Performance standards for antimicrobial disk susceptibility tests;
Methods for dilution antimicrobial susceptibility tests for bacteria that grow aerobically.
National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS). Approved
Standard, M2-A8. 2003.

WEESE, J. S.; DICK, H.; WILLEY, B. M. Suspected transmission of
methicillinresistant Staphylococcus aureus between domestic pets and humans in
veterinary clinics and in the household. Veterinary Microbiology, Amsterdam, v.115,
n.1-3, p.148-155, 2006.

WERCKENTHIN, C. et al.,. Antimicrobial resistance in staphylococci from animals
with particular reference to bovine Staphylococcus aureus, porcine Staphylococcus
hyicus, and canine Staphylococcus intermedius. Veterinary Research, Les Ulis, v.32,
n.3-4, p.341-362, 2001.



32

REVISAO DE LITERATURA
DERMATITE ATOPICA CANINA — DAC

1-Generalidades

Trata-se de uma doenca cutanea de carater inflamatorio cronico geralmente presente
com erupcBes, frequentemente  complicadas por infeccbes  recorrentes
(BOGUNIEWICZ, 2006) provocadas por bactérias ou leveduras (DETHIOUX, 2006).
Dethioux, (2006) define a DAC como uma afeccéo cutanea, multifatorial, de natureza
alérgica e inflamatoria, que afeta individuos com predisposicdo genética e se manifesta
através de sinais clinicos caracteristicos, e de forma geral associada a producdo de
anticorpos IgE especificos principalmente para alérgenos ambientais.

A DAC é uma das doencas de pele mais comuns em cées com prevaléncia de 3-15%
nos caes e representa entre 3-58% dos cdes afetados com dermatopatias
(SARIDOMICHELAKIS e OLIVRY, 2016).

Pacientes atdpicos possuem a tendéncia hereditaria de desenvolver reacdo a
imunoglobulinas da classe E (IgE) mediada por uma infinidade de alergénos ambientais
(OLIVRY, DEBOER e GRIFFIN, 2001; SOUSA & MARSELLA, 2001). E uma
alteracdo que afeta a qualidade de vida dos individuos portadores (FAVROT, et
al.,2010), bem como de seus proprietarios (RUIVO, 2015).

A DAC apresenta alta ocorréncia (HILLIER, 2002), afetando aproximadamente
10% da espécie canina e, embora haja um componente genético, os fatores ambientais
desempenham um papel muito importante no desencadeamento e desenvolvimento da
doenca (HILLIER e GRIFFIN, 2001), que é muito semelhante a doenca no homem, nédo
sO pela presenca de hiper-reatividade imunoldgica, mas também quanto ao tipo e a
distribuicdo topografica lesional, alteracfes de barreira cutdnea e resposta imunoldgica
antimicrobiana, o que facilita a ocorréncia de complicacbes infecciosas, ocasionadas
principalmente por Staphylococcus spp. (LOURENCO-MARTINS et al., 2010).

Alguns relatos ja foram feitos sobre a ocorréncia de dermatite atopica no Brasil,
como em Minas Gerais (Alves, 2016) e em Salvador (Santos e Santos, 2016), mas ainda

ndo existem relatos acerca da DAC no norte do pais.
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2-Etiopatogenia

A DAC tem uma patogenia complexa e ainda ndo totalmente compreendida, mas o
que esta bem esclarecido é que a via percutanea € a principal via de penetragdo dos
alérgenos no organismo animal (OLIVRI e HILL, 2001)

Existe uma predisposi¢cdo genética levando ao desenvolvimento de reacdo de
hipersensibilidade tipo I, envolvendo a producgédo de imunoglobulinas da classe E (IgE),
mais comumente dirigida contra alérgenos ambientais, por isso 0s sintomas estdo
diretamente relacionados com a disfuncdo imune hereditaria e com defeitos na barreira
cutdnea que entre outras acOes, facilitam a penetracdo dos alérgenos na pele
(MARSELLA, OLIVRY, 2001 MARSELLA e SAMUELSON, 2009; JASMIN, 2011,
LAUBER et al., 2012).

Os alérgenos ambientais sdo elementos de alto peso molecular e estrutura terciaria
complexa capazes de ligarem-se a duas moléculas de IgE e causarem uma resposta ao
penetrarem no epitélio, quer por ingestdo, inalagdo, mas principalmente pela via
percutanea (MARSELLA, NICKLIN e LOPEZ, 2006)

Os principais alérgenos implicados na DAC sdo proteinas provenientes de fungos
anemdfilos, polens, micro-organismos (MASON et al., 2003), saliva de artropodes e
acaros domiciliares (OLIVRY et al., 2007; MILLER, GRIFFIN e CAMPBELL, 2013),
sendo estes Ultimos os mais frequentes naqueles animais que permanecem a maior parte
do tempo domiciliados, com acesso restrito aos ambientes externos (ARLIAN e
PLATTS-MILLS, 2001; PLATTS-MILLS, 2009; MILLER, GRIFFIN e CAMPBELL,
2013). Entre os acaros de poeira doméstica, destaca-se o Dermatophagoides farinae
(MILLER, GRIFFIN e CAMPBELL, 2013), que segundo Jasmin (2011), é o mais

presente, além de Dermatophagoides pteronyssinus, em menor ocorréncia.

3-Fatores Predidponentes

3.1- Raca

Existe uma importante predisposicdo racial no desenvolvimento da DAC
(SOUSA; MARSELLA, 2001). As ragas mais incriminadas sdo SharPei, West Highland
White Terrier, Scoth Terrier, Lhasa Apso, Shih Tzu, Fox Terrier de Pélo Duro, Dalmata,

Pug, Setter Irlandés, Boston Terrier, Golden Retriever, Boxer, Setter Inglés, Labrador
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Retriever, Schnauzer Miniatura, Pastor Belga (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 1996) e
Buldog Inglés (WHITE, 1998; GRIFFIN; DEBOER, 2001;). H& também outras racas
citadas com menor frequéncia como Pastor Alemdo, Cocker Spaniel, Dachshund,
Doberman e Poodle Gigante (GRIFFIN; DEBOER, 2001). White, (1998) cita que
também afeta mesticos. Bisikova, et al., (2015) referem que as mais comuns sdo: West
Highland White Terrier, Retriever do Labrador, Golden Retriever, Boxer, Buldogue
Francés, Pastor Alemdo e Cocker Spaniel Inglés. Prélaud (2007) faz referéncia a
animais que nunca demonstraram DAC, como o Doberman, e o Pinscher miniatura, nos
Estados Unidos e Europa Ocidental. Favrot (2009) e Souza; Marsella (2001) citam que
a predisposic¢do racial pode variar, dependendo da localizacdo geografica.

3.2- Género Sexual

Uma maior incidéncia de DAC em fémeas tem sido descrita por alguns autores,
entretanto isso ndo é uma unanimidade e variages ocorrem de acordo com o perfil de
criagdo e preferencias regionais (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 1996; THOMPSON,
1997; WHITE, 1998; GRIFFIN; DEBOER, 2001), porém, os dados mais recentes
sugerem a inexisténcia de predisposicdo sexual (WILHEM, KOVALIC e FAVROT,
2010).

3.3- Faixa Etaria
A idade de aparecimento dos primeiros sintomas varia de seis meses a sete anos,
sendo que, cerca de 70% dos cdes manifestam o problema entre um e trés anos de idade
(SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 1996; WHITE, 1998; GRIFFIN; DEBOER, 2001;
MILLER, GRIFFIN E CAMPBELL, 2013). Muito embora, cdes das ragas SharPeis,
Akitas e Golden Retrievers possam ocasionalmente apresentar sinais de dermatite
atopica antes dos 6 meses de idade (PRELAUD, 2007; WILHEM, KOVALIC e
FAVROT, 2010).
Uma média de 60% dos individuos afetados manifestam a doenga no primeiro ano
de vida e cerca de 85% a desenvolverdo nos primeiros 5 anos (EMERSON, WILLIAMS
e ALLEN, 2001).
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4-Sinais Clinicos

O prurido é o sinal mais comum na DAC (GRIFFIN & DEBOER, 2001;
LOURENCO- MARTINS et al., 2010; MARSELLA et al., 2012; MILLER, GRIFFIN e
CAMPBELL, 2013) e a sua auséncia praticamente exclui esta doenca (LOURENCO-
MARTINS et al., 2010); geralmente é primario, ou alesional, tem carater crénico e,
quando o animal esta em crise, pode ser de intenso a grave. Responde de forma
significativa a corticéides e ao oclacitinib, é continuo e geralmente, perene, 0 que
diminui muito a qualidade de vida dos cdes, e afeta o convivio familiar com os
proprietarios, embora o prurido seja sintoma de muitas dermatopatias inflamatorias e
psicofisioldgicas, na dermatite atopica ele é uma caracteristica fundamental (RUIVO,
2015).

Segundo Nuttal e McEwan (2006) o prurido é um sinal clinico dificil para avaliar
objetivamente. Um estudo com monitor de atividade para detectar acbes de movimento
em cdo com DAC comparado com cées saudaveis concluiu que essa avaliacdo poderia
ser uma ferramente util para monitorar o prurido de forma objetiva nestes animais.

Para Arias et al., (2013) existem escalas comportamentais e lesionais, para avaliar o
prurido gque sdo utilizadas ha anos, sendo a escala lesional mais conhecida o CADESI
(Canine Atopic Dermatitis Extent and Severity Index) e a escala comportamental,
desenvolvida por HILL e RYBNICEK (2007), que é a mais utilizada atualmente.

Em relacdo a topografia lesional (FIGURA 2) as areas mais afetadas sdo as orelhas,
face (regides perioculares, peri labiais, mentonianas e o plano nasolabial) axilas,
abdémen, regido inguinal, porcdo distal dos membros (superficies dorso digitais e
interdigitais dorsal e ventral), areas flexurais (flexuras carpianas, tibio-tarsicas, as
flexuras anticubitais e as flexuras popliteas) e regido perineal (SCOTT; MILLER;
GRIFFIN, 2001; HILLIER, 2002; ; FARIAS, 2007; FAVROT, 2009). Otites de
repeticdo estdo entre as queixas mais mencionadas pelos tutores destes animais
(FAVROT, 2009).
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FIGURA 2: Areas com manifestaces clinicas mais comuns de Dermatite atépica canina (DAC).

ey

(Fonte: Hensel et al., 2015- Adaptado).

5-Diagnostico

Desde 1941 quando Wittich relatou a ocorréncia de uma dermatite pruriginosa em
cdo tem se estabelecido diversas abordagens diagnodsticas para a DAC (GRIFFIN,
DEBOER, 2001)

Devido a enfermidade ndo apresentar sinal clinico patognomdnico, seu diagnostico
primario é embasado somente no exame clinico (FAVROT et al., 2010). Willemse
(1986) e Prélaud et al. (1998) estabeleceram critérios diagndsticos usados
principalmente em estudos clinicos. Em estudos mais recentes, pesquisadores avaliaram
a especificidade e sensibilidade de ambos os critérios de Willemse (1986) e Prélaud et
al. (1998) e introduziram um novo conjunto destes (Critérios de Favrot - 2010) para
DAC, cujo principal objetivo é o de auxiliar o clinico no diagndstico presuntivo.

Esses critérios criados por Favrot et al., (2010) apresentam maior sensibilidade e
especificidade que os critérios anteriormente utilizados. O Quadro 2 sumariza 0s

critérios adotados para o caracterizacao de DAC.

Quadro 2: Critérios de Favrot (2010) para caracterizagdo de Dermatite Atdpica Canina

1- Inicio dos sinais clinicos antes dos 3 anos de idade

2- Cées habitam normalmente ambientes internos — Indoor
3- Prurido responsivo ao corticoide

4- Prurido como sinal inicial (prurido alesional)

5- Membros anteriores afetados

6- Pavilhdes auriculares afetados
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7- Margens das orelhas ndo afetadas

8- Area dorso-lombar néo afetada

A combinacdo de 5 critérios satisfatérios tem uma sensibilidade de 85%
e especificidade de 79% para diferenciar cdes com DA de cdes com

prurido cronico recorrente sem DA.

Fonte: Olivry et al, 2010. Adaptado
O diagnostico definitivo da DAC normalmente ndo é concluido na primeira

consulta. Exames complementares como raspados de pele e exames micoldgicos sdo
métodos que devem ser sempre solicitados para pacientes portadores de dermatopatias,
podendo se realizar uma triagem terapéutica com uso de alguns medicamentos como
anti-histaminicos e / ou corticoides para confirmar ou excluir diagnosticos diferenciais
(HILLIER, 2002).

Hillier (2002) ainda sugere exames de “imprint” para citologias e “swab” de lesdes
pustulares para cultura bacteriana; o mesmo autor apresenta um algoritimo para facilitar
o diagndstico da atopia em cées (FIGURA 3).

Feita a confirmacdo de DAC, realizar-se-a teste alérgicos com o objetivo de
conhecer os alérgenos que o animal desenvolveu sensibilidade e a partir dai elaborar
uma vacina especifica com ao intuito de realizar a imunoterapia alérgeno-especifica. O
teste intradérmico (TID) para deteccdo dos alérgenos envolvidos na precipitagdo ou
agravamento do eczema atopico, além de testes alérgicos sorolégicos (SCOTT;
MILLER; GRIFFIN, 1996). Considera-se o teste intradérmico como Unico método in
vivo aceito para investigar alérgenos causadores de sinais clinicos em caes
(THOMPSON, 1997; HILLIER; DEBOER, 2001; MILLER, GRIFFIN e CAMPBELL,
2013;).

O referido teste é realizado injetando-se por via intradérmica alérgenos suspeitos e a
observacao imediata de hipersensibilidade com rubor e papula local, que sdo graduados
subjetivamente através de inspecdo visual e palpacdo (THOMPSON, 1997). Um
resultado positivo ndo diagnostica DAC, mas é util para selecionar alérgenos para a
utilizacdo de imunoterapia alérgeno especifica (HILLIER, 2002). As reacGes com
formacdo de eritema e papulas significam que o cdo apresenta anticorpos na pele, mas

ndo necessariamente possui sinais clinicos de alergia, por isso faz-se necessario que as
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respostas positivas sejam interpretadas de acordo com o historico do animal (SCOTT;
MILLER; GRIFFIN, 1996; HILLIER; DEBOER, 2001).

Todas as medicagdes que possam interferir no teste devem ser suspensas, e se 0
mesmo estiver usando anti-histaminico, deve-se retira-lo cerca de 10 dias antes da
realizacdo do referido exame (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 1996; HILLIER;
DEBOER, 2001). White (1998), entretanto, cita que 0 mesmo deve ser suspenso com 14
dias de antecedéncia ao teste. Ja os glicocorticoides, estes devem ser descontinuados
com trés semanas (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 1996; WHITE, 1998; HILLIER;
DEBOER, 2001), e caso os mesmos sejam de longa duracdo, deve-se retira-los com seis
a 12 semanas de antecedéncia (WHITE, 1998).



Figura 3: Algoritimo para diagndstico de Dermatite atpica canina (DAC)

Histdrico e sinais clinicos sugestivos de DAC. Identificar e
controlar fatores perpetuantes, incluindo piodermite,
malasseziose, otite externa, demodiciose, e doengas cronicas
de pele. Identificar e tratar o cao para dermatite a picada de
pulga (DAPP) e escabiose, se indicado.

Na reavaliagao, ainda ha prurido residual.
Determinar se ou nao sazonal

Se o prurido nao for sazonal, o cao
tem uma hipersensibilidade
alimentar, DAC, ou Dermatite de
contato (Rara). Para distinguir
entre elas estabelecer a dieta
hipoalergénica por 4 - 12

seémahnas.

Resolucao
do prurido.
O cdo tem
hipersensib
ilidade
alimentar.

Nao houve
melhora, o
cao tem
DAC.

Fonte: (HILLIER, 2002 Adaptado).

Melhora
parcial do
prurido

Hipersensib
ilidade
alimentar
com DAC.

Se o prurido é
sazonal o cao
tem DAC
sazonal ou
hipersensibili
dade a picada
de insetos
(Incomum).

Se na avaliacdo
ndo ha prurido
residual, o cdo
tinha DAPP,
escabiose, DAC
Sazonal.
Manter
controle de
pulga e
monitorar o
aparecimento
de prurido.
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O teste alérgico sorologico pode ser util em situagdes onde o intradérmico ndo €
uma opc¢do, devido a indisponibilidade, interferéncia de farmacos, comprometimento
grave da pele (WHITE, 1998) e quando os resultados forem negativos em um cdo com
grande evidéncia de DAC (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 1996, 2001). Estes testes
identificam os anticorpos IgE especificos circulantes no soro dos pacientes com DAC
(WHITE, 1998). Como exemplos temos o teste radioalergoabsorvente (RAST), o ensaio
imunoabsorvente ligado a enzimas (ELISA) e o ensaio imunoenzimatico de fase liquida,
que detectam niveis relativos de IgE alérgeno especificos no soro (SCOTT; MILLER;
GRIFFIN, 1996, 2001) .

White (1998) e Scott; Miller; Griffin, (1996, 2001) e ainda Miller,Griffin e
Campbell (2013) demonstraram que o teste alérgico sorolégico pode provocar reacdes
falso-positivas como por exemplo na presenca de endo e ecto parasitas, devido
produzirem niveis elevados de IgE, desta forma a ocorréncia de falsos — positivos nos
testes soroldgicos constitui uma das suas principais desvantagens.

O TID, em medicina humana, por ser pouco invasivo e de boa reprodutibilidade,
se aplicado corretamente, € indicado para confirmar resposta alérgica, principalmente
em pacientes com rinite e asma (FARIAS, 2007).

O TID é considerado procedimento rapido e seguro (HILLIER E DEBOER,
2001; CUNHA et al., 2007; FERREIRA, 2013), em que extratos alergénicos sao
aplicados por via intradérmica para avaliar, de acordo com a intensidade da reacdo, se
ha hipersensibilidade mediada por IgE aos alérgenos utilizados (FERREIRA, 2013), e
se estes devem ser incluidos no protocolo de imunoterapia alérgeno-especifica ou néo.

O referido teste € um importante auxilio no diagnéstico da DAC, por avaliar o
orgdo-alvo desta sindrome (CARLOTTI E COSTRAGENT, 1992; STURE et al., 1995).
Sua principal limitacdo é a possibilidade de interferéncia no potencial reacional cutaneo,
pelo uso prévio de varias medicagdes, como anti-histaminicos e corticoides, como
anteriormente descrito (HILLIER e DEBOER, 2001; FERREIRA, 2013).

Quando se compara o0s testes soroldgicos e intradérmicos, vé-se que o0
diagnostico soroldgico é mais vantajoso por ndo haver a necessidade de tricotomia e
nem de contencdo quimica, sofrer menos influéncia de tratamentos e, sobretudo, ser
bem menos invasivo, pois sdo necessarios somente de 3-5 mL de soro sanguineo
(WHITE, 1998) (FIGURA 4).
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Figura 4: No Teste Intra Dérmico (TID) é necessaria tricotomia de uma ampla area em regido lateral de

torax para a aplicacdo dos alérgenos.

Fonte: Dra. Erica Correa

Uma vez que nenhum teste sorolégico disponivel é totalmente sensivel ou
especifico, tal teste ndo é indicado como triagem para classificar pacientes como
alérgicos ou ndo alérgicos (HILLIER e DEBOER, 2001). No entanto, pode ser uma til
ferramenta diagndstica para guiar a escolha dos alérgenos que irdo compor a
imunoterapia ou 0 manejo clinico do cdo com DAC, na reducdo dos alérgenos no
ambiente (OLIVRY et al., 2010).

O exame histopatoldgico da pele é considerado ndo especifico para diagnostico
de atopia. Entretanto, se estabeleceu que essas lesdes apresentem caracteristicas
inflamatdrias com padrdo de cronicidade e dermatite perivascular hiperplastica, puras
ou espongiotticas. Sdo encontradas células epiteliotropicas como células de Langerhans,
linfocitos e raros eosindfilos. Na derme encontram-se mastocitos, linfdcitos e

ocasionalmente eosindfilos intactos ou degranulados (OLIVRY; HILL, 2001).
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MATERIAL E METODOS

1-Aspectos Eticos da Pesquisa

O presente projeto foi aprovado pelo comité de ética da UFRA (CEUA-UFRA)
sob o Protocolo 004/2014 (CEUA) — 23084.001959/2014-99 (UFRA). (ANEXO1).

Os animais selecionados tiveram seus tutores informados através de uma ficha
de identificacdo e um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), autorizando a

participacdo na presente pesquisa. (ANEXO 2 e 3)

2- Local de Obtencédo das Amostras.

As amostras foram obtidas a partir de pacientes caninos atendidos no Servico de
Dermatologia Veterindria do Hospital Veterindrio Dr. Mario Dias Teixeira na
Universidade Federal Rural da Amazénia (HOVET-UFRA), na cidade de Belém-Para-

Brasil.

3- Selecao dos Animais

3.1 Critérios de incluséo

Para o presente estudo foram utilizados cdes que apresentavam quadros de
piodermite recidivante, cuja causa de base era a dermatite atopica canina (DAC).

Todos os caes inclusos nessa pesquisa foram oriundos da rotina do atendimento
clinico dermatologico no hospital veterinario da UFRA, onde foram submetidos a
anamnese, exame clinico e exames laboratoriais dermatol6gicos compostos por raspado
de pele e cultura de pelos para deteccdo de fungos com o objetivo descartar
dermatopatias associadas & DAC. Sendo inclusos aqueles com resultados negativos para
0s exames anteriormente citados.

Todos o0s animais selecionados apresentavam historico de piodermites
superficiais que se manifestava de forma recidivante sempre apds a suspensdo do
tratamento com antibioticoterapia sistémica, em tempos variados apds a suspensédo da
mesma. Em tempo, esses pacientes s6 eram inclusos na pesquisa se estivessem sem uso
de terapia antimicrobiana sisttmica por um periodo minimo de 30 dias.

O diagndstico de dermatite atdpica € um diagndstico clinico-presuntivo, visto
que ndo existe sinal patognomonico, sendo aqui estabelecido de acordo com os critérios
de Favrot et al., 2010, os quais referem que a dermatite atopica geralmente acomete
cdes intra-domiciliados, com inicio até trés anos de idade, e se caracteriza por prurido

alesional, responsivo a corticdides, geralmente na superficie distal dos membros
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anteriores e condutos auditivos, sem afetar as bordas dos pavilhdes auriculares e regido

lombo-sacral.

4- Coleta das Amostras

Foram coletadas amostras de 25 cdes que corresponderam aos critérios de
inclusdo. As coletas foram realizadas assepticamente com auxilio de swab friccionando
diretamente sobre as lesbes e armazenados em meio de Stuart, at¢é 0 momento da

manipulacdo no laboratorio de microbiologia.

5- Isolamento e Identificacdo da Bactéria

O material coletado foi analisado no laboratério de microbiologia do Instituto de
Saude e Producdo Animal da UFRA (ISPA-UFRA), onde foram realizadas as seguintes
etapas:

a) Exame direto: Realizado por meio de um esfregaco da amostra em uma lamina,
corados pela técnica de Gram e observados em objetiva de imersdao (aumento de
1000 vezes) em 10 campos.

b) Posteriormente a amostra foi semeada em meio de Agar sangue e Agar
Mackonkey e incubadas em aerobiose durante 24 horas.

c) Apbs as 24 horas realizou-se a avaliagdo do crescimento em Agar-Sangue,
classificando as bactérias com base na morfologia da colénia em seguida
selecionava uma col6nia caracteristica e realizava-se o esfregaco em lamina e
corava pelo método de Gram (FIGURA 5).

d) Para a realizacdo dos testes de sensibilidade do micro-organismo a farmacos
antimicrobianos, foi utilizado o método Kirby-Bauer (BAUER et al.,1966).0s
antimicrobianos usados incluiram: Amocicilina + Acido clavulanico (AMC),
Amicacina (AMI), Ampicilina + Sulbactam (ASB), Ciprofloxacino (CIP),
Cefalotina (CFL), Cloranfenicol (CLO), Gentamicina (GEN), Nitrofurantoina
(NIT), Norfloxacino (NOR), Oxaciclina (OXA), Penicilina (PEN), Rifampicina
(RIF). (FIGURA 6 — A e B).
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Figura 5: Imagem de placa de Petri mostrando crescimento bacteriano em meio Agar — Sangue (A), com
visualizacdo de colbnias circulares, opacas, de coloracdo creme (Seta). Figura B contém o meio Agar-
Mackonkey, com crescimento de colénias de Gram Negativos. Somente col6nias caracteristicas de

Staphylococcus spp em Agar- sangue foram selecionadas.

Fonte Arquivo pessoal.

Figura 6 (A e B): Imagem de placa de Petri contendo meio pra realizacdo do teste de sensibilidade
antimicrobiana. Os discos de antibiéticos eram posicionados (A) e ap6s 24 horas realizava-se a leitura dos

halos (B) formados que eram avaliados em tabela padrdo, como resistente e sensivel.

Fonte: Arquivo Pessoal.

Ap6s os procedimentos acima citados realizou-se o congelamento da bactéria
para submeté-la & Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR). Para tal procedimento
utilizou-se 500 pL de meio de Caldo-Cérebro-Coracdo (CCC) em um tubo tipo

Eppendorf e com o auxilio de uma alca de Henle, aplicava a colénia no meio, deixando-
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o0 overnight em estufa a 37°C, centrifugando a 10.000 RPM/ 10 minutos, desprezando o

sobrenadante e finalmente congelando a -80° C.
6- Reacdo em Cadeia Mediada pela Polimerase — PCR

6.1- Extracdo do DNA
O DNA foi extraido com o auxilio do kit comercial Purelink Genomic DNA
Mini Kit (Invitrogen), seguindo instrucdes do fabricante. Os produtos obtidos no final

das extracdes foram armazenados a -80°C.

6.2- Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR)

Foram realizadas PCR convencional (PCR) e PCR Tempo Real (QPCR) da
amostra apos extracdo do DNA. Tal protocolo foi estabelecido para identificacdo da
presenca do gene mecA. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reacdes foram
0os primers mecA-F1 (5-AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3’), mecA-F2 (5-
CGGACAAGGTGAAATACTGA-3) e mecA-R (5
AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3). Os iniciadores F1 e R foram 0s mesmos
utilizados por Maluta (2008), enquanto que F2 foi desenhado e padronizado pelos
autores.

A PCR convencional foi realizada segundo o protocolo descrito por Maluta
(2008), sendo utilizado os primers mecA-F1 e mecA-R. O volume final da reacéo foi de
25 pL contendo 15,15 pL de agua; 2,5 puL de 10x PCR Buffer; 0,5 pL de 10 mM dNTP;
0,75 pL de 50 mM MgCly; 0,5 pL de Primer mecA-F1 (10 uM); 0,5 puL Primer mecA-R
(10 puM); 0,1 pL de Platinum Taq DNA polimerase e 5 uL de DNA (Anexo4). O
processo de amplificacdo da PCR convencional foi realizado em termociclador com as
seguintes condicGes de tempo e temperatura: desnaturacdo inicial a 94°C durante 5
minutos; composto de 40 ciclos com desnaturacdo 94°C durante 40 segundos,
anelamento a 64°C durante 50 segundos e extensdo a 72°C durante 1 minuto; além de
uma etapa de extensao final a 72°C durante 4 minutos.

Os amplicons gerados foram submetidos a analise pela eletroforese em gel de
agarose a 2%, sob voltagem constante (100 v) por 40min e visualizados sob luz ultra-
violeta (UV), obtendo-se um fragmento de aproximadamente 533 pares de base

Na gPCR foi utilizado o kit Platinum® SYBR® Green gPCR SuperMix-UDGo
volume final da reagdo foi de 25 pL, composto de 5,5 puL de dgua; 12,5 pL de master
mix; 1,0 uL de MgCly; 0,5 pLL de primer mecA-F2(10 uM); 0,5 pL. de primer mecA-R
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(10 uM) e 5 uL de DNA (Anexo 4). O processo de amplificacdo da gPCR ocorreu com
desnaturacdo inicial de 95°C durante 5 minutos; 45 ciclos com desnaturacdo a 95°C
durante 10 segundos; hibridizacdo e extensdo a 62°C durante 30 segundos. Usando o
equipamento CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System, gerando fragmentos
de 252 pares de base.

Devido néo haver controle positivo foi realizado o sequenciamento das amostras
positivas, pela técnica de Sanger et al., (1977) para a validacdo da presenca do gene

mecA, utilizando as amostras positivas na PCR convencional e gPCR.

7-Sequenciamento Nucleotidico
7.1-Purificagdo do DNA Amplificado

A purificacdo do DNA amplificado na PCR convencional foi realizada com o Kit
da Quick Gel extraction (Promega, EUA), seguindo as instru¢des contidas no manual do
fabricante que consistiu em, apés ter sido realizada a corrida do gel de agarose com o
resultado da PCR, as melhores bandas foram selecionadas e destacadas do gel e pesados
em balanca de precisdo, sendo essas bandas condicionadas dentro de microtubos sendo
pesadas logo em seguida, onde foi adicionado a diferenca de peso entre a banda e o tubo
em pL de Bind Solution, e levados para banho Maria a 65°C, por cerca de 10 minutos
ou até o gel se dissolver por completo.

Posteriormente foi passado o volume de 700 pL da solu¢ao para uma coluna e
centrifugada por 1 minuto a 15.000 g, adicionado em seguida 700 uL. de Membrane
Wash Solution e centrifugado por 1 minuto a 15.000 g, adicionando mais uma vez
Membrane Wash Solution no volume 500 pL e centrifugado por 5 minutos a 18.000 g.

As colunas ficaram entdo em repouso por cerca de 1 minuto, tempo para a
evaporacdo do etanol, entdo a coluna foi passada para um novo microtubo adicionando-
se 50 uL de H,O free, incubando por 1 minuto a temperatura ambiente, e por fim
realizou-se uma centrifugacao por 1 minuto a 15.000 g.

7.2-Sequenciamento das Amostras
O DNA npurificado, foi sequenciado em ciclos com o Kit ABI PRISM Dye
Terminator versdo 3.0, que emprega o método de terminacdo de cadeia por
didesoxiribonucleotideo (SANGER et al., 1977) marcados com diferentes fluor6foros
para cada nucleotideo na extremidade 3°. Na mistura para cada reacdo de

sequenciamento continha 4 pul de Terminator ready reaction mix, 50 ng do produto de
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PCR, 3,5 pmoles de oligonucleotideos utilizados para a PCR (primers mecA-F1 e
mecA-R) e quantidade suficiente de dgua para um volume final de 20 pL.

A amplificagéo foi realizada usando o programa que consistiu de 25 ciclos, cada
um composto por etapas de desnaturacdo a 96°C por 10 segundos, hibridizacdo dos
iniciadores a 52°C por 5 segundos e extensdo a 60°C por 4 min. Apds este processo o
produto de sequenciamento foi purificado utilizando o kit comercial X-terminator
(applied biosystems, EUA) conforme descrito pelo fabricante. A montagem e curadoria
das leituras obtidas foram feitas utilizando o programa Geneious v.9.1.6. As sequéncias
nucleotidicas obtidas pelo sequenciamento foram alinhadas e comparadas entre si e
contra outras sequéncias de diferentes amostras de Staphylococcus spp. disponiveis no
Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando o programa Mafft v.7.

8- Analise Estatistica
A analise da concordancia dos resultados obtidos entre os resultados obtidos na

PCR e a gPCR, foi avaliado pelo indice Kappa. Quadro 3.

A concordéncia dos resultados obtidos no teste de sensibilidade antimicrobiana
entre a oxacilina e a presenca do gene mecA foram avaliados pelo Teste Exato de
Fisher.

O Teste Exato de Fisher também foi aplicado para avaliar a influencia do sexo
na PCR de acordo com Serra Freire (2002) com nivel de significancia de 5%.

Quadro 3: Escala de concordancia do indicador Kappa (ANDRADE & ZICKER,
1997)

Kappa Concordancia

<0,00 Nenhum
0,00 -0,20 Fraco
0,21-0,40 Sofrivel
0,41 -0,60 Regular
0,61-0,80 Boa
0,81 -0,99 Otima

1,00 Perfeita



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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9-RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram selecionados 25 cdes portadores de piodermite e dermatite atopica. Os
animais selecionados e seus sinais clinicos de acordo com os critérios citados estdo
disponibilizados no Quadro 4.

Quadro 4: Critérios de FAVROT (2010), utilizados para direcionar o diagndstico de DAC. A utilizagdo
desses critérios se baseia em respostas positivas e negativas aos itens no alto do quadro.

Animal | Indoor | Inicio | Prurido Prurido MAs | Conduto | Borda | Lombo
/ Até 3 | alesional | Responsivo | afetados | Auditivo De Sacra
Amostra anos ao Afetado | orelha livre
corticoide Livre
01 + 6m + + + + + +
02 + 7 a + + + + + +
03 + la + + - - + +
04 + 5a + + + - + +
05 + 4 a + + + + + +
06 + la + + + - + +
07 + 6m + + + + + +
08 + 5a + + + - + +
09 + 4a + + - - + +
10 + 6a + + + - + +
11 + 6m + + + - + +
12 + 3a + + + + + +
13 + 3a + + + - + +
14 + 2a + + + + + +
15 + 3a + + - - + +
16 + la + + + - + +
17 + 3a + + + - + +
18 + la + + + - + +
19 + 3a + + - + + +
20 + 3m + + - + + +
21 + 4a + + + - + +
22 + la + + - - + +
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23 + la + + - - +
24 + 4m + + - - +
o5 + 5a + + + + +

Indoor: Animais (Cées) que vivem a maioria do tempo, dentro de casa;

(+) — Positivo / (-) — Negativo

Na coluna Inicio ate os 3 anos de idade: A idade citada para cada animal representa a idade informada
pelo tutor do inicio do aparecimento dos sintomas da DAC, e que FAVROT cita que a maioria dos
animais tem o inicio desses sinais ate o 3° ano de vida.

Segundo Olivry et al., (2010) a combinacédo de 5 critérios satisfatorios tem uma
sensibilidade de 85% e especificidade de 79% para diferenciar cdes com DA de cées
com prurido cronico recorrente sem DA, os 25 animais de nosso estudo foram positivos
para pelo menos 5 critérios. Os exames de raspado de pele e micoldgicos ndo mostraram
co-morbidades, corroborando com Hillier (2002), pois ele cita que sdo exames que
devem ser sempre solicitados para pacientes portadores de dermatopatias.

O presente estudo foi composto por 20/25 (80%) cdes com raca definida (CRD)
e 5/25 (20%) sem raga definida (SRD), revelando maior prevaléncia da DAC em cées
CRDs, dos animais CRD aqui analisados 2/20 (10%) eram Pitt Bull; 3/20 (15%)
Yorkshire; 6/20 (30%) Poodles; 3/20 (15%) Shitzu; e as racas Schnauzer, Bulldog
Ingles, Border Collie, Pug, Pastor Alemao e Pinscher corresponderam a 1/20 (5%) cada.
Sousa; Marsella (2001) citam que h& uma importante predisposi¢do racial nesta
enfermidade, também defendido por Griffin; Deboer, (2001). Enquanto que White,
(1998) sinaliza que pode afetar também mesticos, assim como encontrado no presente
estudo em cdes SRD. Outros pesquisadores como Favrot (2009) e Souza; Marsella
(2001) defendem a tese de que predisposicdo racial pode variar, dependendo da
localizacdo geogréafica, o que talvez seja um objeto de estudo futuro para se avaliar a
certeza da predisposicdo racial ou nédo.

A predisposicdo sexual nos dados obtidos na presente pesquisa ndo mostrou
diferenga significativa, pois ocorreu um equilibrio entre machos e fémeas, composto por
13 e 12, respectivamente. Alguns autores como Scott; Miller; Griffin, (1996);
Thompson, (1997); White, (1998); Griffin; Deboer, (2001,) sugerem que essa
prevaléncia seja maior nas fémeas, mas citam ainda que variacfes ocorrem de acordo
com o perfil de criacdo e preferencias regionais, porém, Wilhem, Kovalic e Favrot,
(2010) sugerem a inexisténcia de prevaléncia sexual, corroborando com a presente

pesquisa.
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A faixa etéria do inicio do aparecimento dos sintomas dos animais afetados no
presente estudo revelou 5/25 (20%) animais com sintomas antes de 1 ano de idade,
12/25 (48%) entre 1 e 3 anos de idade e 8/25 (32%) com inicio dos sinais acima dos 4
anos de idade. Tal achado estd de acordo com aqueles de Miller, Griffin e Campbell,
(2013); Griffin; Deboer, (2001); e White,( 1998) que afirmam que o aparecimento dos
primeiros sintomas se d4 entre 6m e 7 anos de idade. Entretanto, os critérios
preconizados por Favrot et al., (2010) referem que o aparecimento dos primeiros sinais
ocorre na maioria das vezes até os 3 anos de idade, visualizado aqui em 17/25 cdes,
correspondendo a 68% dos animais estudados.

O material coletado mostrou a presenca de Staphylococcus spp, com base na
morfologia da colbnia e provas bioquimicas aplicadas para classificacdo da bactéria
Pianta et al., 2006 observou nos cultivos obtidos no meio de agar-sangue, e observou as
caracteristicas coloniais, a reacdo da catalase e a coloracdo de Gram, o que lhe permitiu
inicialmente classificar as amostras examinadas por ele como pertencentes ao género
Staphylococcus.

Os pacientes do presente estudo, para serem inclusos, precisavam apresentar
além da DAC, quadro de piodermite recidivante, sinalizando uma doenca de carater
inflamatorio e crbnico, em conformidade com o descrito por Boguniewicz, (2006) e
Dethioux, (2006) que citam que a DAC geralmente esta presente com erupcdes,
frequentemente complicadas por infec¢bes recorrentes provocadas por bactérias e /ou
leveduras. Ainda por ser uma doenca cronica, cada vez mais diagnosticada, afetando a
relacdo tutor e animal corroborando com Favrot, Linek et al (2010) que diz que a
doenca afeta a qualidade de vida dos animais e tutores. Ruivo (2015) realizou um
trabalho semelhante e constatou que a DAC afeta a vida de seus proprietarios com base
em um questionario aplicado em sua pesquisa.

Ainda com base nos critérios de inclusdo no que diz respeito a piodermite
redicivante de acordo com Miller, Griffin e Campbell (2013) a piodermite bacteriana
superficial é uma das dermatopatias mais frequentes em cées, na grande maioria das
vezes, secundaria a causas de base tais como alergias e endocrinopatias. De acordo com
Larsson Jr. (2008) a piodermite superficial tem um importante papel na dermatologia
canina, devido ser mais frequente que as profundas e conceitualmente tem etiologia
maltipla e, em alguns cées, assumem carater cronico e recidivante. Fato observado em
todos os animais do estudo que precisavam ser portadores de piodermite superficial

recidivante para serem inclusos no estudo.
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A caracteristica de pacientes com quadro de piodermite de repeticdo se deve ao
fato dos cdes com DAC possuirem uma reducdo na barreira epidérmica de protecao,
sendo, portanto a infecgdo bacteriana mais frequentes em pacientes com este tipo de
alteracdo genética e que tém como consequéncia perda na barreira transepidérmica,
sendo este apontado como fator fundamental para o desenvolvimento dos sinais clinicos
da doenca, como defendido por Olivry et al., (2010). Desta forma, percebemos que a
DAC apresenta muitas similaridades com a dermatite atopica humana preconizada por
Marsella e Olivry (2003).

Na avaliacdo da sensibilidade aos antimicrobianos, o antibiograma mostrou uma

alta ocorréncia de Resisténcia aos farmacos utilizados, como mostra a Tabela 1.

Tabela 1:Resultado do teste de sensibilidade antimicrobiana aplicado nas amostras, segundo Kirby-Bauer
(1966).

ANTIMICROBIANO | SENSIVEL RESISTENTE
Amoxicilina + Ac. 11 (44%) 14 (56%)
Clavulanico (AMC)

Amicacina (AMI) 06 (24%) 19 (76%)
Ampicilina + | 07 (28%) 18 (72%)
Sulbactan (ASB)

Ciprofloxacino (CIP) | 13(52%) 12 (48%)
Cefalotina (CFL) 08 (32%) 17 (68%)
Cloranfenicol (CLO) | 08 (32%) 17 (68%)
Gentamicina (GEN) | 10 (40%) 15 (60%)
Nitrofurantoina (NIT) | 05 (20%) 20 (80%)
Norfloxacino (NOR) | 11 (44%) 14 (56%)
Oxacilina (OXA) 04 (16%) 21 (84%)
Penicilina (PEN) 05 (20%) 20 (80%)
Rifampicina (RIF) 08 (32%) 17 (68%)

A resisténcia aos antimicrobianos utilizados no teste de sensibilidade mostrou
que a Amoxicilina com Acido Clavulanico foi a droga que mostrou maior nivel de
sensibilidade (11/25), enquanto que os mais resistentes foram a amicacina (19/25),
penicilina (20/25) e a Oxacilina (21/25), respectivamente. Tunon, Silva e Faierstein
(2008) isolaram cepas de Staphylococcus spp. em otites caninas e encontraram 83% de

cepas resistentes a pelo menos um dos antibioticos utilizados, enquanto que Pianta et
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al., (2006) encontrou cerca de 95% de sensibilidade a amoxicilina com acido
clavulanico de piodermas canino por ele examinado.

De acordo com Penteado Filho, Lopes e Levi, (2007) os testes de sensibilidade
convencionais, como o método de difusdo em disco, nem sempre sdo sensiveis 0
suficiente para detectar populacGes heterorresistentes. Atualmente, o teste de triagem
para essas cepas é feito por meio da verificagdo da sensibilidade & oxacilina e a
determinacdo da presenga do gene mecA por técnicas moleculares utilizando a reacdo
em cadeia mediada pela polimerase (PCR), assim como realizada no presente estudo
onde a resisténcia a oxacilina detectada pelo método Kirby-Bauer foi de 21/25 (84%).

A amplificacdo do gene mecA foi positiva em 9 animais (36%), sendo as
amplificacdes validadas pelo sequenciamento genético das amostras positivas e a

correlacdo com a sensibilidade a oxacilina (Tabela 2, Figura 7).

Tabela 2: Resultados das reagdes de PCR and qPCR, que foram realizadas nas amostras pra deteccdo do
Gene mecA., existiram amostras positivas em ambas as reacfes e outras positivas em somente uma das
reagdes. X significa positividade e a correlagdo com a sensibilidade a oxacilina, onde R significa

Resistente e S- sensivel.

AMOSTRA qPCR PCR TSA- OXA SEXO

07 R

12

13

X X X| X

15

17

19

X X| X| X| X| X| X

21

22 - X

0wl w| Al A Al A A A
| Z| Z| m Z| ml Ml M T

24 - X

TSA- OXA: teste de sensibilidade antimicrobiana a Oxacilina.

O indice Kappa aplicado para a analise dos dados obtidos entre a PCR e qPCr
concluiu uma concordancia de K=0,84, mostrando uma étima concordancia, ou seja,
oOtima replicabilidade entre as técnicas utilizadas.

O Teste Exato de Fisher aplicado para avaliar a associacdo entre uma das

técnicas de PCR aplicadas e o sexo do animal, mostrou um P=1, concluindo ndo haver
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associacdo entre as informac6es analisadas. O mesmo Teste de Fisher foi utilizado para
analisar a associacdo entre a resisténcia a oxacilina e a presenga do gene mecA, e 0
mesmo retornou um P=0,57, digo, ndo existe uma associacdo entre a resisténcia a
oxacilina com a presenca do gene mecA, mostrando que podem existir outros

mecanismos envolvidos na resisténcia que ndo estdo ligados a presenca do gene mecA.

Figura 7: Gel de Agarose com amostras positivas, tanto na PCR convencional quanto na qPCR, para
utilizacdo dos amplicons no sequenciamento genético. Pogos de 1-9 com amostras positivas (Exceto pogo

8 com amostra 22, que ndo formou banda), po¢o 10 com controle positivo (C+); poco 11 com controle

negativo (C-), pocos 12 e 13 sem amostras e poco 14 com o ladder de 100 pb.

Fonte: Arquivo Pessoal

A ocorréncia do gene mecA na reacdo mediada pela polimerase, que foi presente
em 9 animais (36%), sendo dois positivos somente na PCR convencional e trés na
gPCR; e quatro cédes positivos em ambas técnicas de PCR utilizadas. Maluta et al.,
(2008) conseguiram isolar duas cepas de estafilococos meticilina resistente em 4 % dos
cdes de seu experimento e ainda isolou 18 cepas, correspondente a 36%, de seres
humanos. Diante do resultado da presente pesquisa, considera-se a ocorréncia de
Staphylococcus spp. bastante significativa, o que justifica a preocupacdo de
Guardabassi, Schwarz e Lloyd (2004) que dizem que o potencial risco a saide humana e
animal, diante da possibilidade do surgimento de bactérias resistentes nos animais de
companhia, tem sido, até agora, considerado insignificante, e principalmente em cées

estdo surgindo resisténcia relevante do ponto de vista clinico em bacteérias isoladas.
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Como forma de confirmacdo de que foi detectado Staphylococcus spp com

presenca do gene da multirresisténcia (mecA), foi realizado o sequenciamento das

amostras positivas e confirmou tratar-se do referido gene (FIGURA 8).

Figura 8: Sequencias obtidas a partir das amostras positivas e que foram alinhadas com uma sequéncia

disponivel no NCBI, demonstrando que as amostras sequenciadas correspondem ao gene mecA.
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9-CONCLUSOES
- A deteccdo do gene mecA. revelou uma ocorréncia significativa nos Staphylococcus

spp. isolados para esta pesquisa.
- As técnicas de PCR e gPCR mostraram étima concordancia entre si.

- A resisténcia a oxacilina néo esta diretamente ligada a presenca do gene mecA.
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ANEXO 1

&

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DA AMAZONIA
COMISSAO DE ETICA NO USD DE ANIMAIS

ATESTADO

Protocolo 004/2014 (CEUA) — 23084.001955/2014-99 (UFRA)

Titulo do Projeto: O perfil da infecgdo estafilococica de repeticdo em cées com
dermatite atdpica na cidade de Belém-Para

Docente/Pesquisador Responsavel: Med. Veterindria Sinerey Karla Salim A. de Sousa
Instituicgo: Instituto da Sadde e Producdo Animal — ISPA f UFRA

PARECER

O Comité de Etica no Uso de Animais da UFRA, apreciou o protocolo acima e
verificou que foram atendidas todas as exigéncias da Lei Federal 11.794/08 (Lei
Arouca), sendo respeitados os Principios Eticos da Experimentacdo Animal do COMCEA.
Portanto, manifesta-se pela sua aprovacao.

Parecer: APROVADO

Liberado para o inicio da pesquisa sendo obrigatdrio a entrega nesta CEUA do relatorio
semestral e de conclusdo ao final da pesguisa. Comunicar por escrito, toda e qualquer
modificagdo no projeto/plano de ensino.

Belém, 26 de marco de 2014.

N 1]
heoe Shia, 5. Tibuns]
Profa. Dra. Ana Silvia Sardinha Ribeiro
Coordenadora CEUAJUFRA
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ANEXO 2

Universidade Federal Rural da Amazonia
Programa de P6s Graduagdo em Saude e Producdo Animal na Amazénia - Doutorado
Orientador: Prof. Dr. André Marcelo Conceigdo Meneses
Co Orientador: Prof. Dr. Marconi Rodrigues de Farias
Aluna: Sinerey Karla Salim Aragdo de Sousa

Tema: OCORRENCIA DO GENE mecA EM Staphylococcus spp ISOLADOS DA
PELE DE CAES COM PIODERMITE RECIDIVANTE
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE

Autorizo a coleta de material do animal de minha propriedade acima identificado para
compor amostra do projeto “Perfil da infecgao estafilococica de repeticdo em cées com

dermatite atdpica na cidade de Belém - Para”.
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ANEXO 3

Universidade Federal Rural da Amazonia
Programa de Pds Graduagdo em Saude e Producdo Animal na Amaz6nia - Doutorado
Orientador: Prof. Dr. Andre Marcelo Conceicdo Meneses
Aluna: Sinerey Karla Salim Aragao de Sousa

Tema: OCORRENCIA DO GENE mecA EM Staphylococcus spp ISOLADOS DA
PELE DE CAES COM PIODERMITE RECIDIVANTE
FICHA DE IDENTIFICACAO PARA COLETA DE MATERIAL

DATA DA COLETA:.......ccocee Loiiiiinn, Lo,



ANEXO 4

Invitrogen™ Platinum™ Tag DNA Polymerase

Pub. no. MANODOD?25 Rew B.0

Catalog number 5y

Package 10966-018 120 puns
10966026 300 runs € Kt contents
@ comtents  yoq0; 1y 600 puns
10966-083 5000 s

Storage | y
[‘_ﬁ o i - Storeall contents at-2°C.

» Template: cONA, gDNA, ADNA

» Forward and reverse gene-specific primers

= Invitrogen™ 10 mM dNTP mix (Cat. no. 18427-085)

* Water, nuclease-fres
Required - Inv ™ E-Gel™ General Purpose Gals, 1.2%
materials  {Cat. no. GS018-01)

= Iny ™ Trackl¥™ 1 kb Flus DNA Ladder

{&WM
= (12 or 0.5-ml. nuclease-free microcentrifuge tubes

« Cal loading buffer

] Timing  Varies depending on amplicon length

Solection PCR Enzymes and Master Mixes
G@ Go online to view related products.

« Platinum™ Tag ONA Polymerase 15 a recombinant Tag
Iymerass complexed with a propristary antibody that
the polymerase activity at ambient temperatures,
= Activity Is restored after the initial denaturation step in PCR
cycling at 94°C, providing an automatic “hot start” and

offering, increased sensitivity, . and yield, while
Yy Product Mmmﬁﬂmﬁpﬂﬂzm !

iz description . Thys anzyme has a nos-tem terminal
mkgemqmmmmwm
the 3' ends of PCE products.

* Like standard Tig, # has both 5 to 3 polymerase and
5 to ¥ exonuclease activity, but lacks T to 5 exonuclease
activity.

Important ey, here for important PCR guidslines.

guidelines
- Visit our product page for additional information (S
a Online and protocols. ;
TBSOUFCES  For support, visit thermofishercom/ techresources, [ 90
For Research Usa Only. Not for use in dizgnastic procedures.
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invitrogen

Enzyme characteristics

Hot-start: Antibody

Length: Upta5kb

Fidelity vs. Tag:  1X

Format: Separate components
PCR setup

Use the measurements balow to prepare your PCR experiment, or enter your own
parameters in the column providad.

Water, nuclease-frap to 25 ul. wspl | to pl —

10X PCR Buffar, - Mg 2154l sl uL 1X

50 mM MgCL 075l 15l pL | 15mM

10 mM dNTP mix 5pL 1yl pl | 0.2 mM each
10 M forward primer (LT 1yl pl | 02pM

10 uM reversa primer 05l 1yl pl | 02pM
Template DINA varies varles <500 ng /rxn
KB Extender (aptiomal)* varies varles ul 9%
Ec:{;“m‘gg;m NA | e | 2 ul | 2U/pm

* Recommended for targets =5 kb or with »65% GC sequences.

PCR protocel
ﬂ Sae page 2 for instrections to prepare and nun your PCR experiment.

Optimization strategies
ﬂ Click hare for guidelings to optimize your PCR experiment.

Purchaser notification
ﬂ Click here for Limited warranty, Disclaimer, and Licensing information.

ThermoFisher
SCIENTIFIC




67

Flatinum™ Tag DNA Polymerase
The exampla PCR procadure below shows appropriate volismes for a single 50-uL reaction. For multple mactions, prapare a master mix of companents common o all mactions to

minimize pipatting arror, then dispense appropriate volumes inko aach 0.2-05 mL PCE tube prior to adding template INA and primers.
s i Procedure deal

1 HI’] Thaw reagents Thaw, mix, and briefly centrifuge each component before use.

|

Add the following components to each PCR tube.

Note: Consider the volumes for all components lsted in steps 2 and 3 to determine the comect
amount of water required to reach your final reaction volume.

VWater, nuclease-froe to 50 pl.

10X PCR Buffer, - Mp Spl

5 mM MgCL L5yl

10 mM dNTP mix 1yl

KB Extender (optional)* 1545l

Platinum™ Tag DNA Polymerase 0.ZpL
*For targets »5 kb or with >65% GC saquences,

Prepare PCR master mix

Mix and then briafly contrifispe the components.

Add your template [INA and primers to each tube for a final reaction volume of S0yl..

Add template DNA and 10 uM forward primer 1l 02 M
primers 10 M revarsa primer lpl. 0.2 pM
Template DNA varias <500 ng/mn
Cap aach tube, mix, and then briefly centrifuge the contents.

Initial denattiration Wi 1 minutes

Incubate reactions ina Denature W 30 saconds
thermal cycler I'Czlf_ qfh Anneal | ~55°C (depending on primer T ) 30 saconds
Extend wc | minuta, kb

Hold 1 indefinitely

Add gel loading buffer and Add gel loading buffer to 10 pL. of PCR sample, mix, and briafly centrifuge the contents.
analyze with gel Analyze the sample using agarose pel elactrophorests.
electrophoresis Usa your PCR product immediately in down-stream applications, or store it at -20°C.

16 Juy 2015 2 For support, visit thermofisher.com/techrasources.




