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RESUMO 

 

A piodermite pode ser definida como uma condição infecciosa produtora de pus com 

causa bacteriana que acomete a pele. Staphylococcus spp é a bactéria mais 

frequentemente envolvida nessas infecções em cães. A Dermatite atópica canina (DAC) 

é uma doença inflamatória e pruriginosa da pele cães com características 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 proteção da pele, fazendo com que 

seus portadores apresentem quadros de piodermites recidivantes. Foram selecionados 25 

cães de varias raças, idade e sem predileção sexual. Todos foram diagnosticados 

clinicamente como portadores de piodermite de repetição e DAC. Material purulento foi 

coletado para cultivo em meio Ágar sangue e Ágar Mackonkey e através de 

características microbiológicas fazer o isolamento de Staphylococcus spp e posterior 

realização de PCR e qPCR para detecção do gene mecA, e finalmente confirmando com 

o sequenciamento nucleotídico das amostras positivas. Nove (36%) amostras foram 

positivas em uma ou ambas as técnicas de PCR. Como primeira pesquisa acerca do 

tema realizada na região e com o resultado bastante representativo, concluímos que a 

detecção do gene nesses micro-organismos isolados de cães com doenças 

dermatológicas muito comuns, nos faz refletir sobre uma melhor abordagem 

terapêutica, visando uma melhor qualidade da saúde 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 I 

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 

qPCR 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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INTRODUÇÃO 

 

A pele é uma estrutura de grande importância no organismo, pois além de ser 

prontamente visível, tem a finalidade de funcionar como barreira anatômica e 

fisiológica entre o animal e o meio ambiente.  

As doenças dermatológicas tem uma ocorrência cada vez maior na clínica 

médica de animais de companhia e as piodermites superficiais em cães apresentam uma 

casuística alta e a perda de barreira de proteção cutânea ocasionada pela dermatite 

atópica 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 América cepas resistentes dessa bactéria vêm 

apresentando crescimento em sua ocorrência.  Os MRSP podem ser portadores do gene 

mecA, responsável pela transcrição da proteína Penicillin – Binding Protein 2ª (PBP2a) 

que reduz a susceptibilidade dessas bactérias aos antibióticos betalactâmicos. 

A dermatite atópica canina (DAC) é uma enfermidade dermatológica de 

predisposição genética com características clínica inflamatória e pruriginosa com 

produção de imunoglobulinas E (IgE). Estudos têm mostrado que os cães portadores 

dessa alteração apresentam defeito de barreira cutânea com perda de água 

transepidérmica e redução de peptídeos antimicrobianos. Com efeito, diante destas 

alterações, cães portadores de DAC apresentam predisposição para desenvolvimento de 

piodermites superficiais de forma redicivante. 

Staphylococcus spp é uma bactéria de alta ocorrência em piodermites 

superficiais, e visto que os cães são habitantes cada vez mais presentes nos lares 

brasileiros e a dermatite atópica uma enfermidade também cada vez mais 

frequentemente diagnósticada, vislumbra-se aqui um caso de extrema importância na 

saúde pública. Justifica-se então a realização da presente pesquisa para elucidar se há 

Staphylococcus spp com o gene mecA em cães com piodermites recidivantes na região 

norte do Brasil.  
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OBJETIVOS 

 

GERAL: 

- Detectar o gene mecA em Staphylococcus spp. isolados da pele de cães portadores de 

piodermite recidivante e dermatite atópica. 

 

ESPECÍFICOS 

- Utilizar os critérios de Favrot (2010) para formar um grupo homogêneo de portadores 

de dermatite atópica. 

- Diagnosticar cães com piodermite de repetição. 

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

técnicas de PCR e qPCR pra detecção do gene mecA. 
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REVISÃO DE LITERATURA  

PIODERMITES 

 

1-Generalidades  

 A pele forma uma barreira protetora sem a qual a vida seria impossível. Esta 

barreira tem quatro componentes, ambiental, físico, químico e microbiológico 

(MILLER, GRIFFIN e CAMPBELL, 2013) Seus componentes sensoriais percebem 

calor, frio, dor, prurido, toque e pressão. Desta forma, sua coesão dentre os sistemas 

orgânicos internos, reflete processos patológicos que são primários 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, transitórias 

e fungos. Nos cães, os gêneros ou espécies bacterianas residentes encontradas são 

Micrococcus spp., Staphylococcus pseudintermedius, Streptococcus β-hemolítico, 

Acinetobacter spp., Clostridium spp. e recentemente foi encontrado Propionibacterium 

acnes. As bactérias transitórias incluem Corynebacterium spp., Escherichia coli , 

Bacillus spp., Pseudomonas spp. e Proteus mirabilis (SCOTT, MILLER e GRIFFIN, 

2001). 

 Infecções piogênicas mistas acometem todos os mamíferos e todos seus sistemas 

orgânicos. Portanto, a piodermite também pode ser definida como uma condição 

infecciosa, produtora de pus, de causa bacteriana que acomete a pele em qualquer nível 

de profundidade (BIBERSTEIN & HIRSH, 2003; GUARDABASSI et al., 2010). 

 

2- Caracterização das espécies de Staphylococcus spp. 

 Staphylococcus são bactérias gram-positivas, anaeróbias facultativas e esféricas 

que normalmente compõem a microbiota da pele íntegra e das mucosas de mamíferos e 

aves (GRIFFETH et al., 2008). Possui cerca de 41 espécies e 24 subespécies, e destas, 

10 são de importância veterinária e podem causar doenças 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; EUZÉBY, 2009). 
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 O gênero Staphylococcus pertence à família Micrococacceae, que agrupa os 

cocos Gram-positivos catalase-positivos que atacam carboidratos por oxidação e 

fermentação. Microscopicamente, os estafilococos são células esféricas, com 0,5 a 1,5 

μm de diâmetro, ocorrendo isolados, em pares, tétrades, cadeias curtas ou como 

agrupamentos em forma de cachos de uvas. São imóveis, não-esporulados, anaeróbios 

facultativos, suas colônias geralmente são opacas, com coloração variável do branco ao 

creme e algumas vezes do amarelo ao laranja (LEME, 2001; BIBERSTEIN & HIRSH, 

2003). 

 Resistem à dessecação por semanas, a aquecimento de até 60ºC por 30 minutos, 

a concentrações de pH entre 4,0 e 9,5 e a concentrações salinas de 7,5% utilizadas nos 

meios seletivos para isolá-los. Alguns estafilococos, por possuírem enzimas que lhes 

conferem a capacidade de coagular plasma, são divididos em coagulase-positivos e 

coagulase-negativos, sendo essa característica de suma importância na identificação das 

espécies de estafilococos patogênicos em humanos e animais pelos laboratórios 

(BIBERSTEIN & HIRSH, 2003).  

 As espécies produtoras de coagulase (S. aureus, S. hyicus, S.pseudointermedius e 

S. schleiferi subsp. coagulans) são potencialmente patogênicas para uma grande 

variedade de animais, assim como para os seres humanos (WERCKENTHIN et al., 

2001; WEESE ,DICK e WILLEY, 2006). 

 Para a diferenciação de espécies e subespécies do gênero Staphylococcus, 

algumas principais características são apontadas, como: diâmetro da colônia em mm (> 

5mm), pigmento carotenóide da colônia, crescimento aeróbico, crescimento anaeróbico 

em tioglicolato, crescimento em ágar contendo 10 e 15% de cloreto de sódio (NaCl), 

crescimento a 15 e 45ºC, teste de oxidase (detecção do citocromo C), produção de ácido 

lático a partir de L(+)-isômeros e D(-) – isômeros, produção de acetoína, teste da 

aldolase, produção de ácidos a partir de diversos substratos, presença de enzima 

hialuronidase, redução de nitrato, teste da fosfatase alcalina, coagulase (sangue de 

coelho), hemólise, produção de DNAse, resistência à novobiocina (concentração 

inibitória mínima ≥ 1,6 μg/mL) e testes de catalase, dentre outros (BIBERSTEIN e 

HIRSH, 2003). 
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3-Piodermites em cães 

 A infecção piogênica 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 é uma das dermatopatias mais frequentes em cães e trata-se de 

uma infecção dos folículos pilosos e epiderme adjacente que é, na grande maioria das 

vezes, secundária a causas como dermatopatias infecto- parasitárias, alergias, 

disqueratoses e endocrinopatias.  

 A suscetibilidade da pele dos cães à piodermites está relacionada ao fato da 

epiderme do cão apresentar uma camada córnea mais delgada e compacta em 

comparação à camada córnea de outras espécies; o óstio folicular ser mais aberto, o pH 

cutâneo ser mais neutro ou levemente ácido e a pele inflamada associada à doenças 

alérgicas e disqueratóticas estão associadas com a  diminuição de peptídeos 

antimicrobianos, o que favorece à colonização por estafilococos coagulase-positivos 

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

 

 3.1- Etiologia das piodermites em cães 

 A principal espécie envolvida no processo é S. pseudintermedius, embora S. 

aureus e S. schleiferi possam também ser causadores de infecções recorrentes 

(BIBERSTEIN e HIRSH, 2003; GUARDABASSI et al., 2010). 

 Devriese et al. (2005) e Pianta et al. (2006) caracterizaram esta bactéria baseada 

na reação negativa para prova de coagulase.  

 Já Frank et al., (2003), cita que a espécie S. schleiferi, embora isolada com 

menor ocorrência em cães, parece ser mais frequente e comum nas piodermites 

recorrentes. 

 

 3.2- Classificação e aspectos clínicos das piodermites em cães 

 Levando-se em consideração seu perfil clinico pode ser classificada em 

superficial e profunda, e isto dependem de qual camada da pele à infecção esta 

acometendo (PREVOST; COUPPIE; MONTEIL,. 2003). 
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 Alguns autores citam que na piodermite superficial não há invasão da epiderme 

e sim uma colonização sobre a superfície da pele. Estas são caracterizadas por erosão 

superficial da camada córnea associada com eritema, exsudação e prurido (MASON, 

1991). Destacam-se nessa categoria a dermatite úmida aguda e o intertrigo 

(MORIELLO, 1994, SCOTT, MILLER e GRIFFIN, 2001; GROSS et al., 2005).  

 

Figura 1: Dermatite úmida aguda em lateral da face de cão. Observa-se o brilho do local devido 

exsudação, bem como eritema evidente na lesão. 

 

Fonte: Arquivo pessoal 

 

 Nas piodermites superficiais há colonização 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 múltipla e, em alguns cães, assumem 

caráter crônico e recidivante.  

 Seus sinais clínicos mais comuns são pápulas, pústulas, colarinhos epidérmicos, 

crostas melicéricas, eritema, alopecia circular e hiperpigmentação, entretanto, Larsson 

Jr (2008) relata que a apresentação clinica pode ser bastante versátil devido a variáveis 

como padrão racial, resposta individual do paciente e fatores intrínsecos do agente 

etiológico. 



22 
 

  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 primária e secundária em função da ausência ou 

presença de uma causa adicional. Pode-se também encontrar esta classificação como 

sendo primária e secundária ou ainda idiopática (CURTIS, LAMPORT; LLOYD, 

2006). 

 As primárias são raras e ocorrem em função da inatividade de mecanismos de 

defesa presentes na pele, enquanto que as secundárias ocorrem mais comumente e são 

dependentes de alterações adicionais (Quadro 1) que alteram a resistência da pele a 

infecções (IHRKE, 1987; SCOTT, MILLER e GRIFFIN, 1996).  

 

Quadro 1:Alterações adicionais que predispõe ao aparecimento de piodermites. 

Hipersensibilidade Dermatite alérgica à picada de pulga e 

carrapatos, alergia alimentar e atopia 

Parasitárias Demodiciose e escabiose 

Fúngicas Dermatofitoses 

Endócrinas Hipotireoidismo, hiperadrenocorticismo, 

dermatoses relacionadas aos hormonais 

sexuais. 

Outras Defeitos de queratinização; manejo 

higiênico inadequado e uso prolongado 

de drogas imunossupressoras. 

  

 3.3- Diagnóstico das piodermites em cães 

 O diagnóstico de piodermite é baseado na anamnese, exame físico e exames 

complementares. O proprietário descreve com precisão a evolução das lesões 

pustulosas, que são facilmente observadas pelo clínico (LARSSON JR, 2008).  

 Dentre os exames complementares, o citológico pode ser bastante conclusivo 

para diagnóstico de piodermite. Uma amostra citológica da pele normal consiste em 
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células superficiais com queratina com pouca presença de células bacterianas. Vale 

ressaltar que componentes inflamatórios (neutrófilos e macrófagos), presença de cistos 

(células glandulares sebáceas), e neoplasias (melanócitos, mastócitos), podem ser 

identificadas pela técnica citológica (BANKS, 1992). 

 A citologia permite fazer distinção entre a infecção bacteriana da pele e a 

colonização bacteriana. A visualização de neutrófilos degenerados e bactérias 

fagocitadas são compatíveis com o quadro de infecção. A presença bacteriana na pele 

sadia se mostra presente em pequeno número (SCOTT, MILLER e GRIFFIN, 1996). 

Segundo Carlotti e Pin (2004) pode-se visualizar na citologia a presença de granulócitos 

neutrófilos degenerados, imagens de fagocitose, cocos ou bacilos, macrófagos, 

linfócitos, plasmócitos, granulócitos e eosinófilos. Cora-se o esfregaço da secreção pelo 

método de Gram ou ainda usando coloração rápida, como o panótico rápido, Giemsa ou 

Wright (CONCEIÇÃO; FABRIS, 1999).  

 A cultura bacteriana e os testes de sensibilidade a antibióticos (TSA) estão 

indicados quando na citologia são observados bastonetes, quando a antibioterapia 

escolhida de forma empírica é ineficaz e em casos de piodermite recorrente (NOLI, 

2003). 

 O uso da cultura com antibiogramas gera controvérsias entre pesquisadores e 

clínicos. Segundo Scott, Miller e Griffin (2001), a citologia deve ser o primeiro exame a 

ser solicitado e, caso haja a visualização de cocos intracelulares, deve-se instituir 

antibioticoterapia adequada para estafilococos coagulase positivos. Entretanto, Cole et 

al., (1998) diz que devido a grande proporção de cepas bacterianas resistentes aos 

antimicrobianos usados na clínica veterinária, a realização de cultura com antibiograma 

é extremamente necessária. 

 Segundo Hill e Moriello, (1994) o fato de não se encontrar cocos Gram positivos 

no exame citológico não exclui o diagnóstico de piodermite bacteriana, e a cultura 

bacteriana deve vir acompanhada de antibiograma quando for visualizado no exame 

citológico um grande número de bastonetes Gram negativos que torna o diagnóstico 

etiológico incerto. Hillier, et al. (2006) também concordam que ausência de bactérias 

em exames citológicos não exclui diagnóstico de piodermite bacteriana.  
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 3.4- Piodermites multirresistentes 

  A multirresistência é definida quando o microrganismo apresenta resistência in 

vitro para pelo menos três diferentes classes de antimicrobianos, além de antibióticos β-

lactâmicos (COOMBS, NIMMO e BELL.,2004). 

 Meticilino-resistente é a expressão empregada para denominar as cepas de 

estafilococos que não respondem a terapia com meticilina e, por extensão, as 

isoxazolilpenicilinas (oxacilina) e as cefalosporinas, em função da resistência cruzada 

aos antibióticos β-lactâmicos (PENTEADO FILHO, LOPES e LEVI, 2007).  

 A proteína que se liga à penicilina (penicillin-binding protein - PBP2a ou 

PBP2’) codificada pelo gene mecA é a responsável pela resistência à meticilina 

(NIEMEYER et al., 1996; CHAMBERS, 1997; GORTEL et al., 1999; WAYNE, 2003). 

 Pesquisadores relatam que uma das origens da resistência é a importação dos 

genes causadores do fenômeno, consistindo na resistência transferível ou horizontal 

(CUNHA, 1998; TAVARES, 2000; ALTERTHUM, 2005). Essa transferência, 

horizontal, do gene mecA em Staphylococcus spp. tem contribuído para a circulação 

mundial de clones meticilina-resistentes e multidroga-resistentes (AARESTRUP et al., 

2001) e tem sido apontada como mecanismo comum de resistência a fármacos 

(TRAMPER-STRANDERS et al., 2007). 

 Estes Staphylococcus spp. resistentes à meticilina isolados de animais 

domésticos têm sido documentados desde a década de 70 (DEVRIESE, VANDAME e 

FAMEREE, 1972), sendo que MORRIS et al., (2006) conseguiram isolar, em cães, 

cepas de S. aureus, S. intermedius e S. schleiferi resistentes à meticilina. 

 A ocorrência no Brasil foi documentada por Maluta et al., (2008) que 

conseguiram isolar duas cepas de Methicilin Resistant coagulase Negative 

Staphylococcus (MRCoNS) de cães (4%) e 18 cepas de seres humanos (36%) em um 

hospital veterinário de ensino, muito embora não tenham isolado cepas de S. aureus e S. 

intermedius resistentes à meticilina (MRSA e MRSI, respectivamente).  

 Outro estudo detectou resistência em 48,6% dos isolados de Staphylococcus spp. 

de diferentes sítios 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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cães com otites e encontraram 83% de cepas resistentes a pelo menos um dos 

antibióticos utilizados. 

 Os estafilococos que apresentem heterorresistência possuem crescimento mais 

lento que a população sensível à oxacilina. Desta forma, os testes de sensibilidade 

convencionais, como o método de difusão em disco, nem sempre são sensíveis o 

suficiente para detectar essas populações heterorresistentes. Atualmente, o teste de 

triagem para essas cepas é feito por meio da verificação da sensibilidade à oxacilina e à 

determinação da presença do gene mecA por técnicas moleculares utilizando a reação 

em cadeia mediada pela polimerase (PCR) (PENTEADO FILHO, LOPES e LEVI, 

2007). 

 O potencial risco tanto à saúde humana quanto à do animal, diante da 

possibilidade do surgimento de bactérias resistentes nos animais de companhia, tem 

sido, até agora, considerado insignificante. No entanto, estão surgindo resistência 

relevante do ponto de vista clínico em bactérias isoladas, sobretudo de cães 

(GUARDABASSI, SCHWARZ e LLOYD, 2004). As principais razões para 

preocupação são, em ordem de importância, S.aureus resistente a meticilina (MRSA) e 

S. intermedius resistente a meticilina (MRSI) (GUARDABASSI et al., 2010). 

 O uso de antimicrobianos pelos clínicos de pequenos animais tem na piodermite 

uma razão frequente para prescrição, e tanto faz se é superficial ou profunda, pois  

Staphylococcus pseudintermedius está presente, e em muitos casos recorrentes, tem-se a 

presença de S. aureus e S. schleiferi (PIANTA et al., 2006; GUARDABASSI et al., 

2010). 

 A amplificação de DNA a partir de “primers” ou iniciadores específicos é muito 

útil para se estabelecer o perfil de resistência das linhagens de amostras clínicas. Os 

testes moleculares, dentre eles a PCR, podem ser usados como referência, inclusive para 

se avaliar novas técnicas que determinam a referida resistência (TENOVER et al., 1995; 

NEVES et al., 2007).  

 O aparecimento de S. aureus resistentes à meticilina (MRSA) está cada vez mais 

documentado em cães e gatos (O’MAHONY et al., 2005; MORRIS, ROOK e 

SHOFER, 2006; BOOST, O`DONOGHUE e SIU, 2007; GRIFFETH et al., 2008), face 

à elevada morbidade e mortalidade em todo o mundo, esta resistência é preocupante.  
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 Os animais, assim como humanos, podem ser portadores assintomáticos de 

MRSA na superfície da pele e mucosas. Além de apresentarem resistência a todas as 

penicilinas e cefalosporinas, essas bactérias são, com frequência, resistentes a 

fluoroquinolonas, aminoglicosídeos, tetraciclinas, macrolídeos e lincosaminas 

(GUARDABASSI et al., 2010). 
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REVISÃO DE LITERATURA 

DERMATITE ATÓPICA CANINA – DAC 

 

1-Generalidades 

Trata-se de uma doença cutânea de caráter inflamatório crônico geralmente presente 

com erupções, frequentemente complicadas por infecções recorrentes 

(BOGUNIEWICZ, 2006) provocadas por bactérias ou leveduras (DETHIOUX, 2006). 

Dethioux, (2006) define a DAC como uma afecção cutânea, multifatorial, de natureza 

alérgica e inflamatória, que afeta indivíduos com predisposição genética e se manifesta 

através de sinais clínicos característicos, e de forma geral associada à produção de 

anticorpos IgE específicos principalmente para alérgenos ambientais.  

A DAC é uma das doenças de pele mais comuns em cães com prevalência de 3-15% 

nos cães e representa entre 3-58% dos cães afetados com dermatopatias 

(SARIDOMICHELAKIS e OLIVRY, 2016). 

Pacientes atópicos possuem a tendência hereditária de desenvolver reação a 

imunoglobulinas da classe E (IgE) mediada por uma infinidade de alergénos ambientais 

(OLIVRY, DEBOER e GRIFFIN, 2001; SOUSA & MARSELLA, 2001). É uma 

alteração que afeta a qualidade de vida dos indivíduos portadores (FAVROT, et 

al.,2010), bem como de seus proprietários (RUIVO, 2015).  

A DAC apresenta alta ocorrência (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 

doença (HILLIER e GRIFFIN, 2001), que é muito semelhante à doença no homem, não 

só pela presença de hiper-reatividade imunológica, mas também quanto ao tipo e à 

distribuição topográfica lesional, alterações de barreira cutânea e resposta imunológica 

antimicrobiana, o que facilita a ocorrência de complicações infecciosas, ocasionadas 

principalmente por Staphylococcus spp. (LOURENÇO-MARTINS et al., 2010).  

Alguns relatos já foram feitos sobre a ocorrência de dermatite atópica no Brasil, 

como em Minas Gerais (Alves, 2016) e em Salvador (Santos e Santos, 2016), mas ainda 

não existem relatos acerca da DAC no norte do país. 
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2-Etiopatogenia 

A DAC tem uma patogenia complexa e ainda não totalmente compreendida, mas o 

que está bem esclarecido é que a via percutânea é a principal via de penetração dos 

alérgenos no organismo animal (OLIVRI e HILL, 2001) 

Existe uma predisposição genética levando ao desenvolvimento de reação de 

hipersensibilidade tipo I, envolvendo a produção de imunoglobulinas da classe E (IgE), 

mais comumente dirigida contra alérgenos ambientais, por isso os sintomas estão 

diretamente relacionados com a disfunção imune hereditária e com defeitos na barreira 

cutânea que entre outras ações, facilitam a penetração dos alérgenos na pele 

(MARSELLA, OLIVRY, 2001 MARSELLA e SAMUELSON, 2009; JASMIN, 2011; 

LAUBER et al., 2012). 

Os alérgenos ambientais são elementos de alto peso molecular e estrutura terciária 

complexa capazes de ligarem-se a duas moléculas de IgE e causarem uma resposta ao 

penetrarem no epitélio, quer por ingestão, inalação, mas principalmente pela via 

percutânea (MARSELLA, NICKLIN e LOPEZ, 2006) 

Os principais alérgenos implicados na DAC são proteínas provenientes de fungos 

anemófilos, pólens, micro-organismos (MASON et al., 2003), saliva de artrópodes e 

ácaros domiciliares (OLIVRY et al., 2007; MILLER, GRIFFIN e CAMPBELL, 2013), 

sendo estes últimos 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 ácaros 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 ocorrência. 

 

3-Fatores Predidponentes 

3.1- Raça 

Existe uma importante predisposição racial no desenvolvimento da DAC 

(SOUSA; MARSELLA, 2001). As raças mais incriminadas são SharPei, West Highland 

White Terrier, Scoth Terrier, Lhasa Apso, Shih Tzu, Fox Terrier de Pêlo Duro, Dálmata, 

Pug, Setter Irlandês, Boston Terrier, Golden Retriever, Boxer, Setter Inglês, Labrador 
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Retriever, Schnauzer Miniatura, Pastor Belga (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 1996) e 

Buldog Inglês (WHITE, 1998; GRIFFIN; DEBOER, 2001;). Há também outras raças 

citadas com menor frequência como Pastor Alemão, Cocker Spaniel, Dachshund, 

Doberman e Poodle Gigante (GRIFFIN; DEBOER, 2001). White, (1998) cita que 

também afeta mestiços. Bisikova, et al., (2015) referem que as mais comuns são: West 

Highland White Terrier, Retriever do Labrador, Golden Retriever, Boxer, Buldogue 

Francês, Pastor Alemão e Cocker Spaniel Inglês. Prélaud (2007) faz referência 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 predisposição racial pode variar, dependendo da localização geográfica.  

3.2- Gênero Sexual 

Uma maior incidência de DAC em fêmeas tem sido descrita por alguns autores, 

entretanto isso não é uma unanimidade e variações ocorrem de acordo com o perfil de 

criação e preferencias regionais (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 1996; THOMPSON, 

1997; WHITE, 1998; GRIFFIN; DEBOER, 2001), porém, os dados mais recentes 

sugerem a inexistência de predisposição sexual (WILHEM, KOVALIC e FAVROT, 

2010). 

 

3.3- Faixa Etária 

A idade de aparecimento dos primeiros sintomas varia de seis meses a sete anos, 

sendo que, cerca de 70% dos cães manifestam o problema entre um e três anos de idade 

(SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 1996; WHITE, 1998; GRIFFIN; DEBOER, 2001; 

MILLER, GRIFFIN E CAMPBELL, 2013). Muito embora, cães das raças SharPeis, 

Akitas e Golden Retrievers possam ocasionalmente apresentar sinais de dermatite 

atópica antes dos 6 meses de idade (PRÉLAUD, 2007; WILHEM, KOVALIC e 

FAVROT, 2010). 

Uma média de 60% dos indivíduos afetados manifestam a doença no primeiro ano 

de vida e cerca de 85% a desenvolverão nos primeiros 5 anos (EMERSON, WILLIAMS 

e ALLEN, 2001).  
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4-Sinais Clínicos 

O prurido é o sinal mais comum na DAC (GRIFFIN & DEBOER, 2001; 

LOURENÇO- MARTINS et al., 2010; MARSELLA et al., 2012; MILLER, GRIFFIN e 

CAMPBELL, 2013) e a sua ausência praticamente exclui esta doença (LOURENÇO-

MARTINS et al., 2010); geralmente é primário, ou alesional, tem caráter crônico e, 

quando o animal está em crise, pode ser de intenso à grave. Responde de forma 

significativa a corticóides e ao oclacitinib, é contínuo e geralmente, perene, o que 

diminui muito a qualidade de vida dos cães, e afeta o convívio familiar com os 

proprietários, embora o prurido seja sintoma de muitas dermatopatias inflamatórias e 

psicofisiológicas, na dermatite atópica ele é uma característica fundamental (RUIVO, 

2015). 

Segundo Nuttal e McEwan (2006) o prurido é um sinal clínico dificil para avaliar 

objetivamente. Um estudo com monitor de atividade para detectar ações de movimento 

em cão com DAC comparado com cães saudáveis concluiu que essa avaliação 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 que são 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 relação a topografia lesional (FIGURA 2) as áreas mais afetadas são as orelhas, 

face (regiões perioculares, peri labiais, mentonianas e o plano nasolabial) axilas, 

abdômen, região inguinal, porção distal dos membros (superfícies dorso digitais e 

interdigitais dorsal e ventral), áreas flexurais (flexuras carpianas, tíbio-társicas, as 

flexuras anticubitais e as flexuras poplíteas) e região perineal (SCOTT; MILLER; 

GRIFFIN, 2001; HILLIER, 2002; ; FARIAS, 2007; FAVROT, 2009). Otites de 

repetição estão entre as queixas mais mencionadas pelos tutores destes animais 

(FAVROT, 2009). 
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FIGURA 2: Áreas com manifestações clínicas mais comuns de Dermatite atópica canina (DAC).  

 

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

 

5-Diagnóstico 

Desde 1941 quando Wittich relatou a ocorrência de uma dermatite pruriginosa em 

cão tem se estabelecido diversas abordagens diagnósticas para a DAC (GRIFFIN, 

DEBOER, 2001) 

Devido a enfermidade não apresentar sinal clinico patognomônico, seu diagnóstico 

primário é embasado somente no exame clinico (FAVROT et al., 2010). Willemse 

(1986) e Prélaud et al. (1998) estabeleceram critérios diagnósticos usados 

principalmente em estudos clínicos. 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 clínico no diagnóstico presuntivo.  

Esses critérios criados por Favrot et al., (2010) apresentam maior sensibilidade e 

especificidade que os critérios anteriormente utilizados. O Quadro 2 sumariza os 

critérios adotados para o caracterização de DAC. 

 

Quadro 2: Critérios de Favrot (2010) para caracterização de Dermatite Atópica Canina  

1- Início dos sinais clínicos antes dos 3 anos de idade 

2- Cães habitam normalmente ambientes internos – Indoor 

3- Prurido responsivo ao corticoide  

4- Prurido como sinal inicial (prurido alesional) 

5- Membros anteriores afetados 

6- Pavilhões auriculares afetados 

http://www.veterinariodigital.com.br/
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7- Margens das orelhas não afetadas 

8- Área dorso-lombar não afetada 

 A combinação de 5 critérios satisfatórios tem uma sensibilidade de 85% 

e especificidade de 79% para diferenciar cães com DA de cães com 

prurido crônico recorrente sem DA.  

Fonte: Olivry et al, 2010. Adaptado 

O diagnóstico definitivo da DAC normalmente não é concluído na primeira 

consulta. Exames complementares como raspados de pele e exames micológicos são 

métodos que devem ser sempre solicitados para pacientes portadores de dermatopatias, 

podendo se realizar uma triagem terapêutica com uso de alguns medicamentos como 

anti-histamínicos e / ou corticoides para confirmar ou excluir diagnósticos diferenciais 

(HILLIER, 2002). 

Hillier (2002) ainda sugere exames de “imprint” para citologias e “swab” de lesões 

pustulares para cultura bacteriana; o mesmo autor apresenta um algorítimo para facilitar 

o diagnóstico da atopia em cães (FIGURA 3). 

Feita a confirmação de DAC, realizar-se-á 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 detecção dos alérgenos envolvidos na precipitação ou 

agravamento do eczema atópico, além de testes alérgicos sorológicos (SCOTT; 

MILLER; GRIFFIN, 1996). Considera-se o teste intradérmico como único método in 

vivo aceito para investigar alérgenos causadores de sinais clínicos em cães 

(THOMPSON, 1997; HILLIER; DEBOER, 2001; MILLER, GRIFFIN e CAMPBELL, 

2013;).  

O referido teste é realizado injetando-se por via intradérmica alérgenos suspeitos e a 

observação imediata de hipersensibilidade com rubor e pápula local, que são graduados 

subjetivamente através de inspeção visual e palpação (THOMPSON, 1997). Um 

resultado positivo não diagnostica DAC, mas é útil para selecionar alérgenos para a 

utilização de imunoterapia alérgeno especifica (HILLIER, 2002). As reações com 

formação de eritema e pápulas significam que o cão apresenta anticorpos na pele, mas 

não necessariamente possui sinais clínicos de alergia, por isso faz-se necessário que as 
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respostas positivas sejam interpretadas de acordo com o histórico do animal (SCOTT; 

MILLER; GRIFFIN, 1996; HILLIER; DEBOER, 2001). 

Todas as medicações que possam interferir no teste devem ser suspensas, e se o 

mesmo estiver usando anti-histamínico, deve-se retira-lo cerca de 10 dias antes da 

realização do referido exame (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 1996; HILLIER; 

DEBOER, 2001). White (1998), entretanto, cita que o mesmo deve ser suspenso com 14 

dias de antecedência ao teste. Já os glicocorticoides, estes devem ser descontinuados 

com três semanas (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 1996; WHITE, 1998; HILLIER; 

DEBOER, 2001), e caso os mesmos sejam de longa duração, deve-se retira-los com seis 

a 12 semanas de antecedência (WHITE, 1998). 
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Figura 3: Algorítimo para diagnóstico de Dermatite atópica canina (DAC) 

 

Fonte: (HILLIER, 2002 Adaptado). 
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 O teste alérgico sorológico pode ser útil em situações onde o intradérmico não é 

uma opção, devido à indisponibilidade, interferência de fármacos, comprometimento 

grave da pele (WHITE, 1998) e quando os resultados forem negativos em um cão com 

grande evidência de DAC (SCOTT; MILLER; GRIFFIN, 1996, 2001). Estes testes 

identificam os anticorpos IgE específicos 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 imunoenzimático de fase líquida, 

que detectam níveis relativos de IgE alérgeno específicos 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 sorológico pode provocar reações 

falso-positivas como por exemplo na presença de endo e ecto parasitas, devido 

produzirem níveis elevados de IgE, desta forma a ocorrência de falsos – positivos nos 

testes sorológicos constitui uma das suas principais desvantagens. 

O TID, em medicina humana, por ser pouco invasivo e de boa reprodutibilidade, 

se aplicado corretamente, é indicado para confirmar resposta alérgica, principalmente 

em pacientes com rinite e asma (FARIAS, 2007). 

O TID é considerado procedimento rápido e seguro (HILLIER E DEBOER, 

2001; CUNHA et al., 2007; FERREIRA, 2013), em que extratos alergênicos são 

aplicados por via intradérmica para avaliar, de acordo com a intensidade da reação, se 

há hipersensibilidade mediada por IgE aos alérgenos utilizados (FERREIRA, 2013), e 

se estes devem ser incluídos no protocolo de imunoterapia alérgeno-específica ou não.  

O referido teste é um importante auxilio no diagnóstico da DAC, por avaliar o 

órgão-alvo desta síndrome (CARLOTTI E COSTRAGENT, 1992; STURE et al., 1995). 

Sua principal limitação é a possibilidade de interferência no potencial reacional cutâneo, 

pelo uso prévio de várias medicações, como anti-histamínicos e corticoides, como 

anteriormente descrito (HILLIER e DEBOER, 2001; FERREIRA, 2013).  

Quando se compara os testes sorológicos e intradérmicos, vê-se que o 

diagnóstico sorológico é mais vantajoso por não haver a necessidade de tricotomia e 

nem de contenção química, sofrer menos influência de tratamentos e, sobretudo, ser 

bem menos invasivo, pois são necessários somente de 3-5 mL de soro sanguíneo 

(WHITE, 1998) (FIGURA 4). 
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Figura 4: No Teste Intra Dérmico (TID) é necessária tricotomia de uma ampla área em região lateral de 

tórax para a aplicação dos alérgenos. 

 

 

Fonte: Dra. Erica Correa 

 

Uma vez que nenhum teste sorológico disponível é totalmente sensível ou 

específico, tal teste não é indicado como triagem para classificar pacientes como 

alérgicos ou não alérgicos (HILLIER e DEBOER, 2001). No entanto, pode ser uma útil 

ferramenta diagnóstica para guiar a escolha dos alérgenos que irão compor a 

imunoterapia ou o manejo clínico do cão com DAC, na redução dos alérgenos no 

ambiente (OLIVRY et al., 2010). 

O exame histopatológico da pele é considerado não específico para diagnóstico 

de atopia. Entretanto, se estabeleceu que essas lesões apresentem características 

inflamatórias com padrão de cronicidade e dermatite perivascular hiperplástica, puras 

ou espongióticas. São encontradas células epiteliotrópicas como células de Langerhans, 

linfócitos e raros eosinófilos. Na derme encontram-se mastócitos, linfócitos e 

ocasionalmente eosinófilos intactos ou degranulados (OLIVRY; HILL, 2001). 
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MATERIAL E MÉTODOS 

1-Aspectos Éticos 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 identificação e um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE), autorizando a 

participação na presente pesquisa. (ANEXO 2 e 3) 

 

2- Local de Obtenção das Amostras. 

As amostras foram obtidas a partir de pacientes caninos atendidos no Serviço de 

Dermatologia Veterinária do Hospital Veterinário Dr. Mario Dias Teixeira na 

Universidade Federal Rural da Amazônia (HOVET-UFRA), na cidade de Belém-Pará-

Brasil. 

3- Seleção dos Animais 

3.1 Critérios de inclusão 

Para o presente estudo foram utilizados cães que apresentavam quadros de 

piodermite recidivante, cuja causa de base era a dermatite atópica canina (DAC). 

Todos os cães inclusos nessa pesquisa foram oriundos da rotina do atendimento 

clínico dermatológico no hospital veterinário da UFRA, onde foram submetidos à 

anamnese, exame clinico e exames laboratoriais dermatológicos compostos por raspado 

de pele e cultura de pelos para detecção de fungos com o objetivo descartar 

dermatopatias associadas à DAC. Sendo inclusos aqueles com resultados negativos para 

os exames anteriormente citados. 

Todos os animais selecionados apresentavam histórico de piodermites 

superficiais que se manifestava de forma recidivante sempre após a suspensão do 

tratamento com antibioticoterapia sistêmica, em tempos variados após a suspensão da 

mesma. Em tempo, esses pacientes só eram inclusos na pesquisa se estivessem sem uso 

de terapia antimicrobiana sistêmica por um período mínimo de 30 dias. 

O diagnóstico de dermatite atópica é um diagnóstico clínico-presuntivo, visto 

que não existe sinal patognomônico, sendo aqui estabelecido de acordo com os critérios 

de Favrot et al., 2010, os quais referem que a dermatite atópica geralmente acomete 

cães intra-domiciliados, com início até três anos de idade, e se caracteriza por prurido 

alesional, responsivo a corticóides, geralmente na superfície distal dos membros 
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anteriores e condutos auditivos, sem afetar as bordas dos pavilhões auriculares e região 

lombo-sacral.  

4- Coleta das Amostras 

Foram coletadas amostras de 25 cães que corresponderam aos critérios de 

inclusão. As coletas foram realizadas assepticamente com auxílio de swab friccionando 

diretamente sobre as lesões e armazenados em meio de Stuart, até o momento da 

manipulação no laboratório de microbiologia.  

5- Isolamento e Identificação da Bactéria 

O material coletado foi analisado no laboratório de microbiologia do Instituto de 

Saúde e Produção Animal da UFRA (ISPA-UFRA), onde foram realizadas as seguintes 

etapas: 

a) Exame direto: Realizado por meio de um esfregaço da amostra em uma lâmina, 

corados pela técnica de Gram e observados em objetiva de imersão (aumento de 

1000 vezes) em 10 campos. 

b)  Posteriormente a amostra foi semeada em meio de Ágar sangue e Ágar 

Mackonkey e incubadas em aerobiose durante 24 horas.  

c) Após as 24 horas realizou-se a avaliação do crescimento em Ágar-Sangue, 

classificando as bactérias com base na morfologia da colônia em seguida 

selecionava uma colônia característica e realizava-se o esfregaço em lâmina e 

corava pelo método de Gram (FIGURA 5). 

d) Para a realização dos testes de sensibilidade do micro-organismo a fármacos 

antimicrobianos, foi utilizado o método Kirby-Bauer (BAUER et al.,1966).Os 

antimicrobianos usados incluiram: Amocicilina + Ácido clavulânico (AMC), 

Amicacina (AMI), Ampicilina + Sulbactam (ASB), Ciprofloxacino (CIP), 

Cefalotina (CFL), Cloranfenicol (CLO), Gentamicina (GEN), Nitrofurantoína 

(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 

visualização de colônias circulares, opacas, de coloração creme (Seta). Figura B contém o meio Ágar- 

Mackonkey, com crescimento de colônias de Gram Negativos. Somente colônias características de 

Staphylococcus spp em Ágar- sangue foram selecionadas. 

 

Fonte Arquivo pessoal. 

Figura 6 (A e B): Imagem de placa de Petri contendo meio pra realização do teste de sensibilidade 

antimicrobiana. Os discos de antibióticos eram posicionados (A) e após 24 horas realizava-se a leitura dos 

halos (B) formados que eram avaliados em tabela padrão, como resistente e sensível. 

.               

Fonte: Arquivo Pessoal. 

Após os procedimentos acima citados realizou-se o congelamento da bactéria 

para submetê-la à Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR). Para tal procedimento 

utilizou-se 500 µL de meio de Caldo-Cérebro-Coração (CCC) em um tubo tipo 

Eppendorf e com o auxílio de uma alça de Henle, aplicava a colônia no meio, deixando-

A B 

A B 
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o overnight em estufa a 37ºC, centrifugando a 10.000 RPM/ 10 minutos, desprezando o 

sobrenadante e finalmente congelando à -80º C. 

6- Reação em Cadeia Mediada pela Polimerase – PCR 

6.1- Extração do DNA 

O DNA foi extraído com o auxílio do kit comercial Purelink Genomic DNA 

Mini Kit (Invitrogen), seguindo instruções do fabricante. Os produtos obtidos no final 

das extrações foram armazenados a -80ºC. 

 

6.2- Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) 

Foram realizadas PCR convencional (PCR) e PCR Tempo Real (qPCR) da 

amostra após extração do DNA. Tal protocolo foi estabelecido para identificação da 

presença do gene mecA. Os oligonucleotideos iniciadores utilizados nas reações foram 

os primers mecA-F1 (5'-AAAATCGATGGTAAAGGTTGGC-3’), mecA-F2 (5'-

CGGACAAGGTGAAATACTGA-3') e mecA-R (5'-

AGTTCTGCAGTACCGGATTTGC-3'). Os iniciadores F1 e R foram os 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 reação foi de 

25 µL contendo 15,15 µL de água; 2,5 µL de 10x PCR Buffer; 0,5 µL de 10 mM dNTP; 

0,75 µL de 50 mM MgCl2; 0,5 µL de Primer mecA-F1 (10 µM); 0,5 µL Primer mecA-R 

(10 µM); 0,1 µL de Platinum Taq DNA polimerase e 5 µL de DNA (Anexo4). O 

processo de amplificação da PCR convencional foi realizado em termociclador com as 

seguintes condições de tempo e temperatura: desnaturação inicial a 94°C durante 5 

minutos; composto de 40 ciclos com desnaturação 94°C durante 40 segundos, 

anelamento a 64°C durante 50 segundos e extensão a 72°C durante 1 minuto; além de 

uma etapa de extensão final a 72°C durante 4 minutos. 

Os amplicons gerados foram submetidos à análise 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 qPCR foi utilizado o kit Platinum® SYBR® Green qPCR SuperMix-UDGo 

volume final da reação foi de 25 μL, composto de 5,5 μL de água; 12,5 μL de master 

mix; 1,0 μL de MgCl2; 0,5 μL de primer mecA-F2(10 µM); 0,5 μL de primer mecA-R 
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(10 µM) e 5 μL de DNA (Anexo 4). O processo de amplificação da qPCR ocorreu com 

desnaturação inicial de 95ºC durante 5 minutos; 45 ciclos com desnaturação a 95ºC 

durante 10 segundos; hibridização e extensão a 62ºC durante 30 segundos. Usando o 

equipamento CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System, gerando fragmentos 

de 252 pares de base. 

Devido não haver controle positivo foi realizado o sequenciamento das amostras 

positivas, pela técnica de Sanger et al., (1977) para a validação da presença do gene 

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

 

7-Sequenciamento Nucleotídico 

7.1-Purificação do DNA Amplificado 

 A purificação do DNA amplificado na PCR convencional foi realizada com o kit 

da Quick Gel extraction (Promega, EUA), seguindo as instruções contidas no manual do 

fabricante que consistiu em, após 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 balança de precisão, sendo essas bandas condicionadas dentro de microtubos sendo 

pesadas logo em seguida, onde foi adicionado a diferença de peso entre a banda e o tubo 

em μL 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 μL da solução para uma coluna e 

centrifugada por 1 minuto a 15.000 g, adicionado em seguida 700 μL de Membrane 

Wash Solution e centrifugado por 1 minuto a 15.000 g, adicionando mais uma vez 

Membrane Wash Solution no volume 500 μL e centrifugado por 5 minutos a 18.000 g. 

As colunas ficaram então em repouso por cerca de 1 minuto, tempo para a 

evaporação do etanol, então a coluna foi passada para um novo microtubo adicionando-

se 50 μL de H2O free, incubando por 1 minuto a temperatura ambiente, e por fim 

realizou-se uma centrifugação por 1 minuto a 15.000 g. 

7.2-Sequenciamento das Amostras 

O DNA purificado, foi sequenciado em ciclos com o Kit ABI PRISM Dye 

Terminator versão 3.0, que emprega o método de terminação de cadeia por 

didesoxiribonucleotídeo (SANGER et al., 1977) marcados com diferentes fluoróforos 

para cada nucleotídeo na extremidade 3’. Na mistura para cada reação de 

sequenciamento continha 4 μL de Terminator ready reaction mix, 50 ng do produto de 
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PCR, 3,5 pmoles de oligonucleotídeos utilizados para a PCR (primers mecA-F1 e 

mecA-R) e quantidade suficiente de água para um volume final de 20 μL. 

A amplificação foi realizada usando o programa que consistiu de 25 ciclos, cada 

um composto por etapas de desnaturação a 96ºC por 10 segundos, hibridização dos 

iniciadores a 52ºC por 5 segundos e extensão a 60ºC por 4 min. Após 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 sequências 

nucleotídicas obtidas pelo sequenciamento foram alinhadas e comparadas entre si e 

contra outras sequências de diferentes amostras de Staphylococcus spp. disponíveis no 

Genbank (www.ncbi.nlm.nih.gov) utilizando o programa Mafft v.7. 

8- Análise Estatística 

 A analise da concordância dos resultados obtidos entre os resultados obtidos na 

PCR e a qPCR, foi avaliado pelo índice Kappa. Quadro 3. 

 A concordância dos resultados obtidos no teste de sensibilidade antimicrobiana 

entre a oxacilina e a presença 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 nível de significância de 5%. 

 Quadro 3: Escala de concordância do indicador Kappa (ANDRADE & ZICKER, 

1997) 

  

Kappa Concordância 

< 0,00 Nenhum 

0,00 – 0,20 Fraco 

0,21 – 0,40 Sofrível 

0,41 – 0,60 Regular 

0,61 – 0,80 Boa 

0,81 – 0,99 Ótima 

1,00 Perfeita 

 

 

 

 

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

 

Foram selecionados 25 cães portadores de piodermite e dermatite atópica. Os 

animais selecionados e seus sinais clínicos de acordo com os critérios citados estão 

disponibilizados no Quadro 4. 

Quadro 4: Critérios de FAVROT (2010), utilizados para direcionar o diagnóstico de DAC. A utilização 

desses critérios se baseia em respostas positivas e negativas aos itens no alto do quadro. 

Animal 

/ 

Amostra 

Indoor Inicio 

Até 3 

anos 

Prurido 

alesional 

Prurido 

Responsivo 

ao 

corticóide 

MAs 

afetados 

Conduto 

Auditivo 

Afetado 

Borda 

De 

orelha 

Livre 

Lombo 

Sacra 

livre 

01 
+ 6 m + + + + + + 

02 
+ 7 a + + + + + + 

03 
+ 1 a + + - - + + 

04 
+ 5 a + + + - + + 

05 
+ 4 a + + + + + + 

06 
+ 1 a + + + - + + 

07 
+ 6 m + + + + + + 

08 
+ 5 a + + + - + + 

09 
+ 4 a + + - - + + 

10 
+ 6 a + + + - + + 

11 
+ 6 m + + + - + + 

12 
+ 3 a + + + + + + 

13 
+ 3 a + + + - + + 

14 
+ 2 a + + + + + + 

15 
+ 3 a + + - - + + 

16 
+ 1 a + + + - + + 

17 
+ 3 a + + + - + + 

18 
+ 1 a + + + - + + 

19 
+ 3 a + + - + + + 

20 
+ 3 m + + - + + + 

21 
+ 4 a + + + - + + 

22 
+ 1 a + + - - + + 
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23 
+ 1 a + + - - + + 

24 
+ 4 m + + - - + + 

25 
+ 5 a + + + + + + 

Indoor: Animais (Cães) 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 3º ano de vida. 

 

Segundo Olivry et al., (2010) a combinação de 5 critérios satisfatórios tem uma 

sensibilidade de 85% e especificidade de 79% para diferenciar cães com DA de cães 

com prurido crônico recorrente sem DA, os 25 animais de nosso estudo foram positivos 

para pelo menos 5 critérios. Os exames de raspado de pele e micológicos não mostraram 

co-morbidades, corroborando com Hillier (2002), pois ele cita que são exames que 

devem ser sempre solicitados para pacientes portadores de dermatopatias. 

O presente estudo foi composto por 20/25 (80%) cães com raça definida (CRD) 

e 5/25 (20%) sem raça definida (SRD), revelando maior prevalência da DAC em cães 

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 raças Schnauzer, Bulldog 

Ingles, Border Collie, Pug, Pastor Alemão e Pinscher corresponderam a 1/20 (5%) cada. 

Sousa; Marsella (2001) citam que há uma importante predisposição racial nesta 

enfermidade, também defendido por Griffin; Deboer, (2001). Enquanto que White, 

(1998) sinaliza que pode afetar também mestiços, assim como encontrado no presente 

estudo em cães SRD. Outros pesquisadores como Favrot (2009) e Souza; Marsella 

(2001) defendem a tese de que predisposição racial pode variar, dependendo da 

localização geográfica, o que talvez seja um objeto de estudo futuro para se avaliar a 

certeza da predisposição racial ou não. 

A predisposição sexual nos dados obtidos na presente pesquisa não mostrou 

diferença significativa, pois ocorreu um equilíbrio entre machos e fêmeas, composto por 

13 e 12, respectivamente. Alguns autores como Scott; Miller; Griffin, (1996); 

Thompson, (1997); White, (1998); Griffin; Deboer, (2001,) sugerem que essa 

prevalência seja maior nas fêmeas, mas citam ainda que variações ocorrem de acordo 

com o perfil de criação e preferencias regionais, porém, Wilhem, Kovalic e Favrot, 

(2010) sugerem a inexistência de prevalência sexual, corroborando com a presente 

pesquisa. 
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A faixa etária do início 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 início dos sinais acima dos 4 

anos de idade. Tal achado está 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 dá 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 cães, 

correspondendo a 68% dos animais estudados. 

O material coletado mostrou a presença de Staphylococcus spp, com base na 

morfologia da colônia e provas bioquímicas aplicadas para classificação da bactéria 

Pianta et al., 2006 observou nos cultivos obtidos no meio de ágar-sangue, e observou as 

características coloniais, a reação da catalase e a coloração de Gram, o que lhe permitiu 

inicialmente classificar as amostras examinadas por ele como pertencentes ao gênero 

Staphylococcus. 

Os pacientes do presente estudo, para serem inclusos, precisavam apresentar 

além da DAC, quadro de piodermite recidivante, sinalizando uma doença de caráter 

inflamatório e crônico, em conformidade com o descrito por Boguniewicz, (2006) e 

Dethioux, (2006) que citam que a DAC geralmente está presente com erupções, 

frequentemente complicadas por infecções recorrentes provocadas por bactérias e /ou 

leveduras. Ainda por ser uma doença crônica, cada vez mais diagnosticada, afetando a 

relação tutor e animal corroborando com Favrot, Linek et al (2010) que diz que a 

doença 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 proprietários com base 

em um questionário aplicado em sua pesquisa. 

Ainda com base nos critérios de inclusão 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 cães, na grande maioria das 

vezes, secundária 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 

múltipla e, em alguns cães, assumem caráter crônico 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 característica de pacientes com quadro de piodermite de repetição se deve ao 

fato dos cães com DAC possuírem uma redução na barreira epidérmica de proteção, 

sendo, portanto a infecção bacteriana mais frequentes em pacientes com este tipo de 

alteração genética e que têm como consequência perda na barreira transepidérmica, 

sendo este apontado como fator fundamental para o desenvolvimento dos sinais clínicos 

da doença, como defendido por Olivry et al., (2010). Desta forma, percebemos que a 

DAC apresenta muitas similaridades com a dermatite atópica humana  preconizada por 

Marsella e Olivry (2003).  

Na avaliação da sensibilidade aos antimicrobianos, o antibiograma mostrou uma 

alta ocorrência de Resistência aos fármacos 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. 

Clavulânico (AMC) 

11 (44%) 14 (56%) 

Amicacina (AMI) 06 (24%) 19 (76%) 

Ampicilina + 

Sulbactan (ASB) 

07 (28%) 18 (72%) 

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 resistência aos antimicrobianos utilizados no teste de sensibilidade mostrou 

que a Amoxicilina com Ácido Clavulânico foi a droga que mostrou maior nível 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 antibióticos utilizados, enquanto que Pianta et 
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al., (2006) encontrou cerca de 95% de sensibilidade a amoxicilina com acido 

clavulânico de piodermas canino por ele examinado. 

 De acordo com Penteado Filho, Lopes e Levi, (2007) os testes de sensibilidade 

convencionais, como o método de difusão em disco, nem sempre são sensíveis o 

suficiente para detectar populações heterorresistentes. Atualmente, o teste de triagem 

para essas cepas é feito por meio da verificação da sensibilidade à oxacilina e à 

determinação da presença do gene mecA por técnicas moleculares utilizando a reação 

em cadeia mediada pela polimerase (PCR), assim como realizada no presente estudo 

onde a resistência a oxacilina detectada pelo método Kirby-Bauer foi de 21/25 (84%). 

 A amplificação do gene mecA foi positiva em 9 animais (36%), sendo as 

amplificações validadas pelo sequenciamento genético das amostras positivas e a 

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

 

Tabela 2: Resultados das reações de PCR and qPCR, que foram realizadas nas amostras pra detecção do 

Gene mecA., existiram amostras positivas em ambas as reações e outras positivas em somente uma das 

reações. X significa positividade e a correlação com a sensibilidade a oxacilina, onde R significa 

Resistente e S- sensivel. 

  

AMOSTRA qPCR PCR TSA- OXA SEXO 

07 X X R F 

12 X X R F 

13 X X R F 

15 X X R F 

17 X - R M 

19 X - R F 

21 X - R M 

22 - X S M 

24 - X S M 

TSA- OXA: teste de sensibilidade antimicrobiana à Oxacilina.  

 O índice Kappa aplicado para a análise dos dados obtidos entre a PCR e qPCr 

concluiu uma concordância de K=0,84, mostrando uma ótima concordância, ou seja, 

ótima replicabilidade entre as técnicas utilizadas. 

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

técnicas de PCR aplicadas e o sexo do animal, mostrou um P=1, concluindo não haver 
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associação entre as informações analisadas. O mesmo Teste de Fisher foi utilizado para 

analisar a associação entre a resistência a oxacilina e a presença do gene mecA, e o 

mesmo retornou um P=0,57, digo, não existe uma associação entre a resistência a 

oxacilina com a presença do gene mecA, mostrando que podem existir outros 

mecanismos envolvidos na resistência que não estão ligados a presença do gene mecA. 

 

 

Figura 7: Gel de Agarose com amostras positivas, tanto na PCR convencional quanto na qPCR, para 

utilização dos amplicons no sequenciamento genético. Poços de 1-9 com amostras positivas (Exceto poço 

8 com amostra 22, que não formou banda), poço 10 com controle positivo (C+); poço 11 com controle 

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

 

 

Fonte: Arquivo Pessoal 

A ocorrência do gene mecA na reação mediada pela polimerase, que foi presente 

em 9 animais (36%), sendo dois positivos somente na PCR convencional e três na 

qPCR; e quatro cães positivos em ambas técnicas de PCR utilizadas. Maluta et al., 

(2008) conseguiram isolar duas cepas de estafilococos meticilina resistente  em 4 % dos 

cães de seu experimento e ainda isolou 18 cepas, correspondente a 36%, de seres 

humanos. Diante do resultado da presente pesquisa, considera-se a ocorrência de 

Staphylococcus spp. bastante significativa, o que justifica a preocupação de 

Guardabassi, Schwarz e Lloyd (2004) que dizem que o potencial risco à saúde humana e 

animal, diante da possibilidade do surgimento de bactérias resistentes nos animais de 

companhia, tem sido, até agora, considerado insignificante, e principalmente em cães 

estão surgindo resistência relevante do ponto de vista clínico em bactérias isoladas. 

07 12 13 15 17 19 21 22 24 C+ C - 
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Como forma de confirmação de que foi detectado Staphylococcus spp com 

presença do gene da multirresistência (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 sequência 

disponível no NCBI, demonstrando que as amostras sequenciadas correspondem ao gene mecA.  
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9-CONCLUSÕES 

- A detecção do gene mecA. revelou uma ocorrência significativa nos Staphylococcus 

spp. isolados para esta pesquisa. 

- As técnicas de PCR e qPCR mostraram ótima concordância entre si. 

- A resistência a oxacilina não esta diretamente ligada a presença do gene mecA. 
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ANEXO 1 
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ANEXO 2 

 

Universidade Federal Rural da Amazônia 

Programa de Pós Graduação em Saúde e Produção Animal na Amazônia - Doutorado 

Orientador: Prof. Dr. André Marcelo Conceição Meneses 

Co Orientador: Prof. Dr. Marconi Rodrigues de Farias 

Aluna: Sinerey Karla Salim Aragão de Sousa 

Tema: OCORRÊNCIA DO GENE mecA EM Staphylococcus spp ISOLADOS DA 

PELE DE CÃES COM PIODERMITE RECIDIVANTE 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO - TCLE 

Nome do animal:............................................ 

Idade:............... 

Raça:................................ 

Sexo:............ 

Proprietário:........................................................................................................... 

Endereço:............................................................................................................ 

Bairro:..................................................  Fone:.................................................... 

Autorizo a coleta de material do animal de minha propriedade acima identificado para 

compor amostra do projeto “Perfil da infecção estafilocócica de repetição em cães com 

dermatite atópica na cidade de Belém - Pará”. 

Belém, ................./............./.......... 

...................................................................................... 

CPF- ......................................................................... 
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ANEXO 3 

 

Universidade Federal Rural da Amazônia 

Programa de Pós Graduação em Saúde e Produção Animal na Amazônia - Doutorado 

Orientador: Prof. Dr. Andre Marcelo Conceição Meneses 

Aluna: Sinerey Karla Salim Aragão de Sousa 

Tema: OCORRÊNCIA DO GENE mecA EM Staphylococcus spp ISOLADOS DA 

PELE DE CÃES COM PIODERMITE RECIDIVANTE 

FICHA DE IDENTIFICAÇÃO PARA COLETA DE MATERIAL 

 

NOME:.........................................................IDADE:..................................... 

RAÇA:.............................................    SEXO:............................................... 

PROPRIETÁRIO:............................................................................................ 

ENDEREÇO:.................................................................................................. 

BAIRRO:............................................................TELEFONE:........................ 

MATERIAL: 

- SWAB:......................................................................................................... 

OBSERVAÇÕES:...............................................................................................................

.............................................................................................................................................

.............................................................................................................................................

.............................................................................................................................................

...................................................................... 

 

DATA DA COLETA:................/............../.................. 

                                                             

 

 

 



66 
 

ANEXO 4  
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