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RESUMO
PEREIRA, Ingrid Annes. Avaliacdo do perfil de atividade da azitromicina frente a
isolados bacterianos provenientes de processos infecciosos em animais de companhia.
Seropédica: UFRRJ, 2007. 87p (Dissertacdo de mestrado em Ciéncias Veterinarias).

A resisténcia antimicrobiana ¢ um problema complexo, que envolve inimeras
espécies bacterianas e diferentes mecanismos, podendo ter sua transmissao facilitada pelo
estreito convivio entre animais de companhia e seus proprietarios. A pratica de prescrever
antibioticoterapia sem prévia identificacdo do agente etiologico e do seu perfil de
suscetibilidade associada ao amplo uso de antimicrobianos aplicados a medicina humana
representam potenciais fatores para a disseminacdo de cepas resistentes em reservatorios
animais. A azitromicina, j4 amplamente utilizada no tratamento de infecgdes em humanos,
apresenta atividade bacteriostatica contra uma gama de agentes infecciosos e estd
disponivel atualmente para a clinica veterinaria brasileira como alternativa de tratamento
em processos infecciosos dos sistemas genito-urindrio, respiratorio, oral e pele. Dessa
forma, o presente estudo avaliou o espectro de atividade da azitromicina, em diversos
processos infecciosos bacterianos de animais de companhia, estabelecendo o patdégeno
prevalente, seu perfil de suscetibilidade aos fairmacos de elei¢do, além de determinar a CIM
da azitromicina e avaliar a possivel resisténcia cruzada em Staphylococcus spp. oxacilina e
azitromicina-resistentes, de forma a obter dados significativos para a constru¢do do quadro
real de resisténcia a azitromicina em nossa regido, para que seu uso represente uma
alternativa terapéutica confidvel em Medicina Veterindria. As amostras estudadas foram
coletadas de diferentes processos infecciosos de caes e gatos, tais como, otites externas,
piodermas, infecgdes do trato genito-urindrio, respiratorio, cavidade oral e da mucosa
conjuntival. Os agentes bacterianos mais prevalentes foram Staphylococcus spp. coagulase-
positivos, seguidos pelas enterobactérias, Staphylococcus spp. coagulase-negativos e
Pseudomas spp. De modo geral, os isolados foram mais sensiveis a ampicilina+sulbactam,
gentamicina, fluoroquinolonas e algumas cefalosporinas. A azitromicina apresentou
percentuais de resisténcia significativos, com exce¢do dos isolados de infec¢des do trato
urindrio. Diferentes testes foram utilizados para avaliagdo do perfil de atividade da
azitromicina dentre estes, a Difusdo em Disco ¢ a Microdilui¢do em Caldo, detectaram
resisténcia em 48,6% e 55% dos isolados de Staphylococcus spp., respectivamente e 55,3%
e 72,7% dos bastonetes Gram-negativos. A CIMs, para S. aureus foi 4,0 ng/mL, para S.
intermedius 1,0 ug/mL, Staphylococcus spp. coagulase-negativos >512 ug/mL e bastonetes
Gram-negativos 256 pg/mL. Em nove isolados (15%) de Staphylococcus spp. resistentes a
oxacilina e mecA positivos foi possivel também detectar resisténcia a azitromicina. Logo, a
investigacdo laboratorial de doencas bacterianas ¢ necessaria para identificar o agente
etiologico e determinar a suscetibilidade aos antimicrobianos a fim de selecionar o farmaco
ideal e limitar o desenvolvimento de resisténcia, uma vez que bactérias resistentes podem
ser transmitidas entre animais e desses para o homem, como ja observado em isolados de
Staphylococcus spp. resistentes a oxacilina. O desenvolvimento de resisténcia a
azitromicina aponta para a necessidade de estudos que fornecam dados confidveis a respeito
do perfil de atividade desse farmaco de forma a contribuir na terapéutica veterinaria sem
causar impacto no desenvolvimento e disseminagdo de cepas resistentes.

Palavras-chave: Resisténcia bacteriana, azitromicina, animais de companhia.



ABSTRACT
PEREIRA, Ingrid Annes. Bacterial susceptibility pattern assessment of azithromycin in
different sites of infection in pet animals. Seropédica: UFRRJ, 2007. 87p (Dissertation in
Master Science in Veterinary Science).

Antimicrobial resistance is a complex question that concerns a variety of bacterial
species and resistance mechanisms, which in part can be transmitted from pet animals to
the owners by theirs strict contact. The prescription of antimicrobial agents in the veterinary
practices, without previous identification of the etiologic agent and its antimicrobial
susceptibility pattern associated with the large use of antimicrobials applied in human
medicine represent a potential source for the spread of resistant strains in animal reservoir.
Azithromycin widely used in human medicine, presents bacteriostatic activity against
several infectious agents, and recently it was released in Brazilian veterinary practices as an
alternative for the treatment of urinary, respiratory, oral and skin infections. This work
evaluated the activity pattern of azithromycin to different bacterial infections from pet
animals, by the identification of the etiologic agent and its antimicrobial susceptibility
pattern, and also determinate MIC values and evaluate cross-resistance to oxacilin and
azithromycin in Staphylococcus spp., as a proposal to construct the real frame of
azithromycin resistance in our region so as its use represent a reliable alternative in
veterinary medicine. The samples were collected from different sites of infection in dogs
and cats, like otitis externa, pyoderma, infections from the urinary, reproductive and
respiratory tract, oral and conjuntival mucosas. The most prevalent bacterial agents were
coagulase-positive Staphylococcus spp., followed by Entorabacteiaceae, coagulase-negative
Staphylococcus spp., and Pseudomonas spp.. The isolates were most sensible to
ampicilin+sulbactam, gentamicin, fluoroquinolones and some cephalosporins. The bacterial
isolates showed an expressive azithromycin resistance, with exception of the isolates from
urinary tract infection. Different tests were used to access the activity pattern of
azithromycin, such as Disc Diffusion and Broth Microdiluition that detected 48,6% and
55% of resistants Staphylococcus spp., and 55,3% ¢ 72,7% of resistants Gram-negative
rods. Staphylococcus aureus MICsy were 4,0 ng/mL, S. intermedius 1,0 pg/mL, coagulase-
negative Staphylococcus >512 pg/mL and Gram-negative rods were 256 pg/mL. In nine
(15%) isolates of oxacilin-resistant and mecA-positive Staphylococcus spp. were also
possible detect azithromycin resistance. For this reasons, the laboratories investigations are
necessary for the identification of the etiologic agents of bacterial infections and to
determine its susceptibility to antimicrobials, for the best choice of treatment, and to impair
the emergence of resistant bacteria that can be transmitted between animals and human, like
what happens in oxacilin-resistant Staphylococcus spp.. The emergence of azithromycin
resistance leads to the necessity of reliable data on the concern of the activity pattern of this
antimicrobial and its contribution for the veterinary medicine practices without producing
impact in development and spread of resistant strains.

Key-words: Antimicrobial resistance, azithromycin, pet animals.



1 INTRODUCAO

A relagdo entre animais de companhia e seus proprietarios mudou radicalmente nos
ultimos anos e cada vez mais atencao tem sido devotada ao bem estar desses animais. Esta
relagdo promove beneficios psicologicos e sociais significativos, porém o estreito contato
entre o homem e seus animais de estimagdo pode facilitar a transmissdo de agentes
microbianos e da resisténcia antimicrobiana sem percepcao da implicagao destes como
transmissores de doengas zoondticas que proporcionam riscos a saude humana. Diversas
cepas bacterianas resistentes podem ser adquiridas pela transmissdo pessoa-pessoa,
exposicdo ao meio ambiente, exposicdo direta aos animais e através da cadeia alimentar. A
resisténcia antimicrobiana ¢ um problema complexo que envolve iniimeras espécies
bacterianas, mecanismos de resisténcia e de transferéncia, assim como diferentes
reservatorios. Além disso, a facilidade das células bacterianas em disseminar informagdes
genéticas permite o intercambio entre bactérias de mesma espécie ou espécies diferentes,
bem como de hospedeiros diversos, contribuindo para o agravamento deste quadro, que ja se
constitui numa preocupagdo mundial.

Caes e gatos representam um importante potencial na disseminagdo da resisténcia
antimicrobiana devido ao extensivo uso dos agentes antimicrobianos que também incluem
preparacdes licenciadas para o tratamento eletivo da maioria dos quadros infecciosos
humanos. Além do aumento do uso de antimicrobianos, outra tendéncia importante ¢ a
prescri¢cdo empirica de antimicrobianos na conduta terapéutica veterinaria. Essa pratica esta
associada a falta de diagndstico microbiolédgico e testes de suscetibilidade, assim como pela
prescricdo de antimicrobianos de amplo-espectro como primeira alternativa de tratamento
em detrimento aos firmacos de primeira linha. Associado aos problemas no diagnoéstico,
observa-se também dificuldades no estabelecimento de medidas de controle no que diz
respeito ao uso indiscriminado de antibioticos, ampliando a gama de bactérias resistentes. As
classes de antimicrobianos mais freqlientemente utilizadas na pratica clinica veterinaria de
animais de companhia sdo penicilinas, cefalosporinas, macrolideos, lincosamidas,
tetraciclinas, cloranfenicol, sulfonamidas, aminoglicosideos e fluoroquinolonas. As causas
mais freqiientes de tratamento antimicrobiano em cdes e gatos sdo infecgcdes de pele, otite
externa, infecgdes respiratorias, do trato urindrio e gastrintestinal. Os agentes mais
comumente isolados nestes processos sdo bactérias dos géneros Staphylococcus spp.,
Streptococcus spp. e bastonetes Gram-negativos. Casos dificeis sdo geralmente tratados por
terapia continua por periodos longos em torno de sete meses.

A azitromicina ¢ amplamente utilizada no tratamento de infec¢cdes em humanos, esta
disponivel atualmente para a clinica veterindria como alternativa de tratamento em processos
infecciosos dos sistemas genito-urinario, respiratorio, oral e pele. Esse farmaco pertence a
classe dos macrolideos, quimicamente classificada como azalideo, pela insercdo de um
atomo de nitrogénio no anel lactonico. Tal reorganizacdo estrutural confere a este farmaco
caracteristicas farmacocinéticas e microbioldgicas diferenciais, podendo ser absorvida pela
via oral e parenteral em dose unica didria e em ciclos de tratamento curtos, favorecendo a
terapéutica veterindria. Seu mecanismo de acdo € bacteriostatico e consiste na ligagcdo a
subunidade 50S do ribossomo, inibindo assim a sintese protéica. As caracteristicas
farmacocinéticas mais importantes incluem rdpida e elevada difusdo tissular e meia-vida
bioldgica bastante prolongada, atingindo niveis até cem vezes maiores que os niveis séricos,
podendo também se distribuir no interior de fagocitos e ser transportada diretamente para o
sitio de infec¢do, onde ¢ liberada em contato direto com o agente patogénico. Apresenta



atividade contra bactérias aerobias e anaerdbias Gram-positivas, com excecao de
enterococos, € contra Gram-negativos.

Alguns estudos relatam o desenvolvimento de resisténcia a azitromicina em cepas
Gram-positivas resistentes a eritromicina e oxacilina, incluindo Streptococcus faecalis
(enterococos) e a maioria das cepas de Staphylococcus spp. oxacilina-resistentes. Nas
décadas mais recentes, a prevaléncia aumentada de Staphylococcus spp. resistente a
oxacilina tem se tornado uma dificuldade adicional para o controle de infec¢des causadas
por este agente. Os membros pertencentes ao género Staphylococcus spp. freqiientemente
estdo associados as infeccdes que acometem tanto humanos quanto animais. As cepas
estafilocdcicas variam muito no seu potencial de viruléncia e no aspecto epidemioldgico,
contribuindo para a rapida disseminacdo de agentes multidrogas resistentes, o que levanta
questdes sobre o futuro da terapia antimicrobiana.

A avaliagdo de novos farmacos deve ser do interesse da comunidade académica para
que o seu controle possa ser efetuado de modo eficiente. Portanto, torna-se importante
avaliar o espectro de atividade da azitromicina, em diversos processos infecciosos
bacterianos de animais de companhia, estabelecendo o patdégeno prevalente nestes processos,
o seu perfil de suscetibilidade a azitromicina e a outros firmacos. A determinag¢do da
Concentracao Inibitoria Minima (CIM) e avaliacdo fenotipica da possivel resisténcia cruzada
entre oxacilina e azitromicina em isolados de Staphylococcus spp. fornecem dados
significativos para a construcdo do quadro real de resisténcia a azitromicina em nossa regido,
de forma que seu uso represente um ganho real como alternativa terapéutica em Medicina
Veterinaria.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Processos Infecciosos em Animais de Companhia

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

A investigagdo laboratorial de doencas bacterianas ¢ necessaria para identificar o
agente etiologico e determinar a suscetibilidade aos antimicrobianos a fim de selecionar o
farmaco ideal. As dificuldades para o estabelecimento do diagnéstico correto de um
processo infeccioso e a utiliza¢do inadequada de antibidticos contribuem para o surgimento
de cepas resistentes.

A busca por alternativas terap€uticas que minimizem o impacto da resisténcia aos
antimicrobianos, passa pela compreensdo dos processos infecciosos nos principais sitios de
ocorréncia em animais de companhia, bem como pelo conhecimento dos agentes etiologicos
prevalentes.

2.1.1 Otite externa canina

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

A otite externa ¢ multifatoria e fatores como ectoparasitoses, doengas alérgicas,
problemas dermatologicos e desordens endocrinas sdo predisponentes ao estabelecimento do
processo infeccioso. As infec¢des mistas ocorrem em aproximadamente 30% dos casos e os
microrganismos mais freqiientemente isolados sdo Staphylococcus aureus, S. intermedius,
Malassezia pachydermatis, Proteus spp., Klebsiella spp. ¢ Pseudomonas spp., entre outros
(SILVA, 2001). Nas infecgdes cronicas, sdo relatados Streptococcus spp. B-hemoliticos,
Escherichia coli e Bacillus spp. (BLANCO et al., 1996; KISS et al., 1997).

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

2.1.2 Infeccdes de pele

Dentre as doengas que comumente acometem os pequenos animais as infeccoes de
pele representam um percentual significativo do atendimento clinico veterinario e em muitos
casos sdo causadas por microrganismos naturalmente presentes na pele. A microbiota normal
da pele de animais é constituida por bactérias residentes, transitorias e fungos. Em caes, as
bactérias residentes mais isoladas sdo: Micrococcus spp., Staphylococcus intermedius, S.



epidermidis, Streptococcus a-hemolitico e Propionibacterium acnes. Os microrganismos
transitorios do cdo incluem Corynebacterium spp., E. coli, Bacillus spp., Pseudomonas spp.
e Proteus mirabilis, enquanto que na espécie felina as espécies prevalentes sao:
Streptococcus B-hemoliticos, E. coli, P. mirabilis, Pseudomonas spp., Bacillus spp.,
Staphylococcus spp. coagulase positivos e negativos (SCOTT et al., 2001).

As dermatopatias bacterianas podem ser classificadas segundo a profundidade em:
piodermites externas, quando a colonizagdo ocorre somente na superficie epidérmica, em
superficiais as quais, envolvem a epiderme e epitélio folicular, e em piodermites profundas
quando ocorre invasdo bacteriana da derme e tecido subcutaneo (GRIFFIN et al., 1993).

A patogénese das infeccOes bacterianas da pele requer aderéncia e conseqiiente
colonizagdo. O patégeno de maior importancia ¢ o S. intermedius, uma vez que por ser da
microbiota residente da pele, apresenta maior facilidade de multiplicagdo quando ocorre
perda da continuidade dos tecidos, ou pelo desequilibrio da microbiota normal provocado
por outras bactérias ou fungos. Pellerin et al. (1998) afirmaram que S. intermedius cria um
microclima favoravel a proliferacdo de agentes bacterianos secundéarios Gram-negativos,
além de propiciar o crescimento de leveduras do género Malassezia. Sendo assim, qualquer
dermatopatia primaria pode proporcionar uma alteracio na microbiota bacteriana e
possibilitar a proliferagdo do S. intermedius.

Na prética clinica, a escolha do antibiotico ¢ freqiientemente empirica, sendo eleitos
antibioticos de amplo espectro sem prévia identificacdo do agente envolvido. Muitas vezes,
o profissional recorre a citologia como auxilio diagndstico, e S. intermedius ¢ implicado
como agente quando ocorre a evidenciagdo de cocos Gram-positivos. Cultura e testes de
sensibilidade devem sempre ser realizados para obtencdo de um diagndstico conclusivo e
para deteccao de casos de infec¢des mistas, evitando a ineficacia do tratamento e casos de
doenga recidivante (SCOTT et al., 2001).

Aspectos como seguranca, via de administracdo, freqiiéncia da dose, habilidade de
penetracdo nos tecidos, capacidade de atingir altas concentragdes e efeitos colaterais, devem
ser considerados devido a extensdo do tratamento. A maioria dos casos deve ser tratada por
um prazo minimo de trés a seis semanas, podendo necessitar de até 12 semanas (GRIFFIN et
al., 1993, SCOTT et al., 2001).

2.1.3 Infeccdes do trato urinario

Infeccdes do Trato Urinario (UTI) em cdes sdo geralmente associadas a vesicula
urinaria, podendo em alguns casos, envolver os rins. Correspondem a uma estimativa de
10% dos pacientes caninos dos atendimentos clinicos veterinarios e, alguns estudos
concluiram que as fémeas e idosos sdo potenciais grupos de risco para essa doenga. O
diagnostico dessa enfermidade ¢ baseado nos achados clinicos e urindlise, porém a cultura da
urina ¢ requerida para o diagndstico definitivo da UTI (CETIN et al., 2003). Diversos
microrganismos estdo associados a etiologia dessa doenca em cdes e as principais bactérias
envolvidas s3o: E. coli, Proteus spp., Pseudomonas spp., Staphylococcus spp. e
Streptococcus spp.. Infecgdes causadas por uma unica espécie bacteriana sdo mais
prevalentes que infeccdes mistas (KOGIKA et al., 1995).

Em contraste do que ocorre em caes, os resultados de diferentes ensaios clinicos e
laboratoriais indicam que os felinos sdo mais resistentes as infec¢des bacterianas das vias
urindrias. A baixa freqiiéncia da infec¢do urindria bacteriana em gatos pode estar relacionada
a mecanismos locais de defesa, como a capacidade dos felinos de produzir uma urina



altamente concentrada e ao consumo de dietas ricas em proteinas, que proporciona a
formac¢ao de urina naturalmente 4cida e altamente concentrada em uréia (OSBORNE et al.,
1989). As bactérias mais comumente isoladas na urina de felinos com cistite sdo: E. coli,
Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Proteus spp., Klebsiella spp. e Pseudomonas spp.
(RECHER JUNIOR, 2005).

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

2.1.4 Infeccdes uterinas em cadelas

Em cadelas, a piometra resulta da infeccdo do endométrio que sofreu hiperplasia
cistica causada por uma prolongada estimulagdo progesteronica. Esse processo patoldgico
também denominado de Complexo Hiperplasia-Cistica-Endometrial apresenta alta
incidéncia em cadelas e ¢ reconhecida como uma das causas mais comuns de enfermidade e
morte desta espécie animal. Pode ser complicada por infecgdes bacterianas, devido a
capacidade da microbiota vaginal de ascender até o utero durante o estro e causar infecg¢des
oportunistas. As infecgdes bacterianas ndo sdo a causa desencadeante da piometra canina,
mas sdo responsaveis pela maioria dos casos de morbidade e mortalidade associados a essa
doenga (ETTINGER, 1997; FRANSSON; RAGLE, 2003).

Dentre as espécies bacterianas, Escherichia coli é o agente etiologico freqiientemente
relatado devido sua habilidade de aderéncia a sitios antigénicos especificos no endométrio e
miométrio quando estimulados por progesterona (COGGAN et al., 2004). Streptococcus spp.
hemoliticos, Staphylococcus spp. coagulase negativos ¢ positivos, Klebsiella spp.,
Pasteurella spp., Pseudomonas spp., Proteus spp., Moraxella spp. fazem parte da microbiota
uterina de animais saudaveis, mas também apresentam potencial patogénico reconhecido,
podendo estar presentes em infecgdes mono ou polimicrobianas (ETTINGER, 1997;
JOHNSTON, et al., 2001; FRANSSON; RAGLE, 2003).

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

2.1.5 InfecgBes bacterianas do trato respiratdrio inferior

A pneumonia bacteriana é resultado de uma combinacdo de diversos fatores como
alteracdes e falhas nos mecanismos de defesa do trato respiratério baixo tais como,
broncoconstricgdo, movimentos ciliares, producdo de muco, fagocitose por macrofagos e
doencas imunossupressoras que podem predispor as injurias causadas pela exposicao natural
a bactérias potencialmente patogénicas.

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

As principais alternativas de tratamento para infecg¢des do trato respiratdrio de cdes e
gatos sdo: amoxicilina mais acido clavulanico, cefotaxima, cefalexina sulfonamidas mais



trimetropim, cloranfenicol, fluoroquinolonas, tetraciclinas, macrolideos e lincosamidas
(GUARDABASSI et al., 2004).

2.1.6 Infeccdes da cavidade oral

A doenca periodontal ¢ uma das causas mais comuns de doenga da cavidade oral de
cdes e pode afetar tanto a saude quanto a qualidade de vida do animal. As lesdes
periodontais sdo caracterizadas por uma condi¢ao inflamatdria progressiva que acomete o
tecido de suporte do dente, tecido gengival, cemento, ligamento periodontal e o osso alveolar
(GIOSO, 1993; HARVEY; EMILY, 1993). A doenga periodontal tem como principais
causas a presenga da placa bacteriana na regido do sulco gengival onde os microrganismos
presentes podem liberar substancias que lesam a sua integridade, constituindo um fator
extrinseco relacionado as etiologias da inflamagdo gengival e doenca periodontal
(MCPHEE; COWLEY, 1981).

Inicialmente bactérias Gram-positivas aerobicas, tais como, Actinomyces e
Streptoccocus ssp. liberam substancias aderentes que formam a placa. Em poucos dias, o
acimulo de restos alimentares e de mais bactérias, reduz a concentracdo de oxigénio,
favorecendo a proliferagdo de anaerdbios na regido subgengival. As endotoxinas liberadas
por estes causam destruicdo do tecido e perdas dsseas. As principais bactérias anaerobicas
envolvidas na periodontite de cdes sdo Bacterdides produtores de pigmento negro
(DOMINGUES et al., 1999).

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

2.1.7 Infecgdes da conjuntiva ocular

A conjuntiva ¢ a membrana mais exposta do organismo ¢ mantém relagdo direta com
o meio externo (SLATER, 1990). A populacdo microbiana normal da superficie ocular
interfere na invasdo de microrganismos por priva-los de nutrientes, além de secretar
substancias com propriedades antimicrobianas (ANDRADE et al., 2002). A destruicdo da
microbiota ocular normal por uso prolongado de antimicrobianos topicos pode resultar em
crescimento excessivos de bactérias, leveduras ou fungos que podem tornar-se patogénicos.
Estes agentes originam-se principalmente da pele e trato respiratdrio superior e sao
relativamente constantes, ndo variando com as mudancas no conteudo microbiano da
atmosfera que os cercam (GASKIN et al., 1980). Andrade et al. (2002) investigaram a
microbiota conjuntival de gatos sadios na cidade de Aracatuba (Sdo Paulo) e as bactérias de
maior ocorréncia foram Staphylococcus aureus, Streptococcus P-hemoliticos ¢ o fungo
Penicillium sp..

Assim como outras espécies, os cdes estdo vulnerdveis a injirias externas e
dependendo do grau e intensidade do trauma, podem ocorrer processos inflamatorios
superficiais corneanos e conjuntivais, bem como lesdes graves nas estruturas da tlnica
vascular e nervosa do globo ocular (WHITLEY: MOORE, 1984). Com a perda de
continuidade do epitélio, bactérias ou fungos podem se instalar de forma oportunista,
colonizando e infectando o estroma corneano (MOORE, et al., 1989). Segundo Slater (1990)
a conjuntivite bacteriana primaria em cées estd comumente associada a Moraxella spp. e a
outros microrganismos freqiientemente isolados a partir de cdes com mucosa normal, tais
como, S. aureus, S. epidermidis, Streptococcus spp.. Normalmente a conjuntivite ¢ uma



condigdo associada a um espectro de alteragdes patoldgicas que podem incluir otite externa,
hipotiroidismo, seborréia generalizada e pioderma. Casos de trauma e infecg¢des cronicas
podem acometer diversas estruturas da uvea. O mesmo autor relata que os microrganismos
exogenos que comumente causam uveites sdo: E. coli, Streptococcus spp., Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus tuberculosis e Brucella canis. A
conduta terapéutica inclui corticoterapia local e sistémica, uso local de sulfato de atropina,
antiinflamatérios e antibioticoterapia. Os principais antimicrobianos prescritos para o
tratamento de infec¢des causadas por cocos Gram-positivos sdo neomicina, bacitracina,
penicilina, eritromicina, gentamicina, enrofloxacina e cefalosporinas. No caso de infec¢des
causadas por bastonetes Gram-negativos sdo utilizados a polimixina B, gentamicina,
tobramicina, cloranfenicol, tetraciclinas e cefalosporinas (SLATER, 1990).

2.2 A importancia de Animais de Companhia na Transmisséo da Resisténcia
Antimicrobiana

O convivio com animais de companhia, como cdes e gatos, tem sido associado a
beneficios fisicos e emocionais, especialmente para criangas, idosos, individuos socialmente
isolados e deficientes fisicos e mentais. A domesticacdo dos primeiros caes ¢ gatos apresenta
relatos pré-historicos (SERPELL, 1995; HOFMANN, 1997), desde entdo, esses animais
distribuiram-se em todos os continentes e atualmente a populagdo mundial de cdes ¢
estimada em torno de 500 milhdes (WANDELLER et al., 1993). A ligacdo entre humanos e
animais tem sido reconhecida por muitos anos e cada vez mais atencao ¢ devotada ao bem-
estar dos animais de estimagdo. Antigamente esses animais ficavam limitados ao lado de
fora da casa de seus proprietarios, hoje sdo criados dentro das moradias, incluindo lugares
particulares como quartos e banheiros, em contato intimo com o homem. Ainda que esta
relacdo promova beneficios significativos, diversos estudos apontam para o fato de que esses
animais estdo envolvidos na disseminagdo da resisténcia antimicrobiana da mesma forma
que atuam como transmissores de doengas zoondticas proporcionando riscos a saude
humana especialmente de pessoas imunocomprometidas (SNARY et al., 2004).

A relacdo entre homem e animais de companhia, que dividem o mesmo nicho, tem
motivado diversos pesquisadores a investigarem a extensdo dessa associacdao e determinar a
importancia dos animais de companhia como reservatorios potenciais de bactérias resistentes
a diversos antimicrobianos (KATCHER; FRIEDMAN, 1980). Alguns estudos indicam a
possivel associagdo entre o uso de antimicrobiano, a emergéncia da resisténcia em animais e
a possivel transmissdo dessa resisténcia para humanos. Bactérias resistentes podem ser
adquiridas por humanos pela transmissdo pessoa-pessoa, exposicdo ao meio ambiente,
exposicdo direta aos animais e via alimentos. Animais domésticos podem atuar como
reservatorios de espécies bacterianas e/ou genes de resisténcia, tais como, Staphylococcus
aureus meticilina-resistente (MRSA), Enterococcus spp. vancomicina-resistentes (VRE) e
Salmonella Typhimurium DT104 (GUARDABASSI et al., 2004).

2.2.1 Resisténcia antimicrobiana x Condutas terapéuticas

As bactérias possuem a habilidade de se adaptar a novos meios que oferecem
condi¢des adversas devido em grande parte, & aquisicdo de novos genes através da
transferéncia horizontal. De fato, a transmissdo desses genes pode envolver tanto espécies
patogénicas quanto a microbiota original dos seus hospedeiros. A localizacao dos genes de



resisténcia em plasmideos ou em outros elementos modveis permite que ocorra a
disseminagdo na populagdo de bactérias (GUARDABASSI et al., 2004). Uma pequena
quantidade de células bacterianas ¢ suficiente para que a resisténcia antimicrobiana seja
transmitida de um hospedeiro para outro. Teoricamente, uma unica célula bacteriana pode
transmitir genes de resisténcia para a microbiota do hospedeiro. Além disso, a facilidade
das células bacterianas em disseminar informagdes genéticas, permite intercdmbio das
bactérias da mesma espécie ou espécies diferentes, bem como de hospedeiros diversos
(AARESTRUP, 2001). A transferéncia dessas informagdes conduz para a rapida
disseminagdo de agentes multidrogas resistentes, e levanta questdes sobre o futuro da
terapia antimicrobiana (MARTINEAU et al., 2000).

Quadros infecciosos provocados por S. aureus multirresistentes sdo hoje comuns
nos grandes hospitais de todo o mundo, limitando as opgdes terapéuticas (LEVY, 1997).
Alguns autores denominam essas cepas de estafilococos como ORSA (“Staphylococcus
aureus resistentes a oxacilina”), para designar resisténcia a oxacilina e aminoglicosideos
ou resisténcia a multiplos antimicrobianos (MARSA). Tais estirpes estdo envolvidas na
resisténcia aos antimicrobianos, como tetraciclinas, acido fusidico, eritromicina,
sulfonamidas e lincomicinas. O mecanismo envolvido com a resisténcia a oxacilina ¢
definido pela expressdo do gene mecA que codifica uma nova proteina-alvo para a
penicilina a qual foi denominada de PBP2a ou PBP2’. Essa proteina apresenta baixa
afinidade para os antibidticos B-lactamicos e, portanto, no mutante oxacilina-resistente nao
ocorrerd inibi¢ao da sintese da parede bacteriana, na presenca desse farmaco, uma vez que
a PBP2a parece funcionar como uma PBP substituta (DE JONGE et al., 1993). O gene
mecA esta presente em um DNA cromossomal adicional, de aproximadamente 30 a 50 kb,
constituido por um elemento genético movel designado como cassete cromossomico
estafilococico (SCCmec) que esta integrado ao cromossomo das cepas resistentes (ITO et
al., 1999; KATAYAMA et al., 2001; ITO et al.,, 2001; KURODA et al., 2001). A
transferéncia horizontal deste gene em clones de Staphylococcus spp. resultou na
dissemina¢do mundial de clones oxacilina-resistentes (WIELDERS et al., 2002).

O risco de transmissdo de MRSA entre pacientes, membros da mesma familia e
seus animais domésticos, 0s quais convivem em um mesmo ambiente, vem sendo
recentemente alvo de muitas pesquisas mundiais (SIMOONS-SMIT et al., 1998).
Entretanto, ¢ necessario ressaltar que animais de companhia sdo considerados fontes de
infeccdo de ORSA apds sua exposi¢do a humanos infectados (GUARDABASSI et al.,
2004). Cepas de ORSA podem ser carreadas dos animais para os seus proprietarios,
principalmente se houver um aumento da suscetibilidade desses hospedeiros humanos a
infec¢do. Manian et al. (2003) investigaram um caso de infec¢do recorrente provocado por
ORSA em uma paciente diabética e a possivel associagdo a infec¢ao assintomatica de seu
cdo de estimagdo. O resultado obtido a partir da cultura da amostra de secrecdo nasal
canina detectou ORSA mupirocina-resistente e analises de eletroforese por campo pulsado
(PFGE) apresentaram um padrao cromossomal idéntico nos isolados de ORSA humano e
animal, comprovando a transmissdo desse agente.

A resisténcia a oxacilina também ¢ reconhecida em outras espécies de
Staphylococcus, tais como, S. intermedius, S. schleiferi e espécies de Staphylococcus
coagulase-negativos. Lilenbaum et al. (1998) em um estudo realizado no Brasil
descreveram a ocorréncia de resisténcia a oxacilina em isolados de S. intermedius e
Staphylococcus spp. coagulase-negativos obtidos a partir de gatos saudaveis. Da mesma
forma, Frank et al. (2003) realizaram um estudo no Reino Unido, e detectaram resisténcia



a oxacilina em S. schleiferi isolados a partir de 11 cdes com pioderma recorrente.
Murakami et al. (1991) detectaram o gene mecA em S. epidermidis, S. haemolyticus, S.
sciuri, S. saprophyticus e S. caprae.

A quantidade e padrdo de uso de antimicrobianos tém determinado o
desenvolvimento da resisténcia e sua dissemina¢ao na populagdo bacteriana isolada a partir
de animais. Odensvik et al. (2001) relataram que o total de venda de formulagdes
antimicrobianas de uso veterinario na Suécia e Noruega aumentou de 3%, em 1990, para
8% e 7% respectivamente, em 1998. O uso indiscriminado de antibidticos na clinica
veterinaria, sem execucao de testes de sensibilidade que possibilitem a utilizagdo do
farmaco 1ideal, entre outros fatores, contribui para o aumento do espectro de
microrganismos com habilidade de suplantar os mecanismos de agdo de agentes
antimicrobianos. Essa pratica também estd associada a prescri¢do de antimicrobianos de
amplo-espectro como primeira alternativa de tratamento em detrimento de farmacos de
primeira linha, como penicilinas e sulfonamidas. O diagndstico terapéutico ¢ amplamente
exercido como conduta clinica veterindria e colabora com o aumento do uso de
antimicrobianos de amplo-espectro favorecendo casos de resisténcia. Além disso, as
companhias farmacéuticas podem ter certa contribuicao para esse quadro devido a grande
pressdo de mercado que exercem nos veterindrios para a prescricdo de novos
antimicrobianos para o tratamento de casos onde fdrmacos antigos sdo ainda efetivos.
Entretanto possiveis falhas no tratamento dos antimicrobianos de primeira linha
desencorajam os proprietarios de animais de companhia a pagar por consultas veterinarias
e antibioticos adicionais (PRESCOTT et al., 2002).

O Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2005) tem direcionado
pesquisadores a avaliar o perfil de resisténcia a novos antimicrobianos assim como 0s
possiveis mecanismos de resisténcia cruzada em isolados humanos e animais,
considerando as peculiaridades demogréficas. Diversos programas de vigilancia tém sido
desenvolvidos mundialmente para promover o controle da resisténcia antimicrobiana e
detectar a emergéncia de novos mecanismos de resisténcia (KARLOWSKY et al., 2002).
Frente a esta realidade, a avaliacdo de novos farmacos ¢ de interesse da comunidade
académica, pois € possivel perceber que a sele¢do natural promovida pelo uso indevido
desses antimicrobianos desencadeia mecanismos de resisténcia pelas bactérias.

2.3 Azitromicina

Pesquisas farmacolodgicas tém sido alvo de um impulso continuo no sentido da
descoberta de novas moléculas antibioticas capazes de enfrentar eficazmente os multiplos
e complexos problemas ligados a antibioticoterapia. Um antibidtico que se destina a
extensa utilizagdo clinica deve ter um amplo espectro de agdo e capacidade de transpor os
mecanismos de resisténcia bacteriana. O emprego de moléculas dotadas de novas
caracteristicas farmacocinéticas e microbioldgicas permitem a administracao de dose didria
unica e ciclos de tratamento curtos, favorecendo a terapéutica veterindria (SHEPARD;
FALKENR, 1990). Os macrolideos representam a classe de antibioticos que mais se
aproxima das exigéncias da antibioticoterapia moderna, porque podem ser administrados
pela via oral e parenteral, ndo apresentam fendomenos alérgicos e sdo refratirios a
resisténcia mediada por enzimas inativadoras, como por exemplo, a beta-lactamase. Os
antimicrobianos desta classe possuem mecanismo de agdo bacteriostatico que consiste na



inibicdo da sintese protéica bacteriana através da sua ligacdo a subunidade ribossomica
50S (NEU et al., 1991).

2.3.1 Caracteristicas quimicas e farmacocinéticas

Dentre os macrolideos, a azitromicina (CsgH72N2O13) € quimicamente classificada
como azalideo, devido a inser¢do de um atomo de nitrogénio no anel lactonico de sua
molécula (Figura O01). Esta reorganizacdo estrutural confere a este antibiotico,
caracteristicas farmacocinéticas e microbioldgicas inovadoras, permitindo sua penetragao
através da parede das bactérias Gram-negativas ampliando seu espectro de agdo. Sua
atividade antimicrobiana ¢ similar a eritromicina, porém com reduzido efeito colateral em
nivel gastrintestinal e maior resisténcia a hidrolise acida gastrica (GIRARD et al., 1990).

A molécula de azitromicina apresenta rapida e elevada difusdo tissular e meia-vida
bioldgica prolongada nos tecidos. Dessa forma, pode concentrar-se no interior de
fagocitos, que a transportam diretamente para o local da infeccdo e a liberam em contato
direto com o agente patogénico responsavel pelo processo infeccioso. A capacidade de
difusdo tissular justifica a prescricio desse antimicrobiano segundo um esquema de
dosagem baseado na administragdo de dose diaria unica durante trés dias consecutivos. Os
fatores que determinam o tropismo e a persisténcia da azitromicina nos tecidos sdo: fraca
ligacdo protéica; estrutura quimica dibasica e interagao sinérgica com fagocitos (GIRARD
et al.,, 1990). O baixo valor de ligagdo com proteinas plasmaticas, que geralmente nao
ultrapassa 50%, proporciona uma maior fragdo livre do farmaco para interacdo com
fagocitos. Além disso, possui dois grupos terciarios aminicos basicos, que conferem a sua
molécula uma caracteristica anfipatica, facilitando sua passagem através das membranas
celulares (GIRARD et al., 1990).

A azitromicina concentra-se eletivamente nos macrdéfagos, fibroblastos e nos
polimorfonucleares (PMN) atingindo concentragdes intracelulares até cem vezes
superiores as encontradas no nivel extracelular, utilizando esses efetores imunolédgicos
como vetores no processo de difusdo para os locais intersticiais (SCHENTAG et al., 1991).
Glaude et al. (1990) realizaram estudos experimentais em modelo murino e comprovaram
a capacidade de difusdo desse antibidtico nos macréfagos e PMN peritoniais e alveolares.
A captacdo da azitromicina pelas células fagociticas ocorre de forma rapida e pode
estender-se por mais de 24 horas apdés a administracdo inicial desse farmaco. Essa
caracteristica farmacocinética explica o seu perfil de atividade contra microrganismos
patogénicos intracelulares, podendo permanecer ativa dentro dos fagocitos e, além disso,
constituir uma importante reserva de antibidtico diretamente disponivel no local da
infeccdo, distribuindo-se prontamente em diversos sitios organicos, como trato
respiratorio, urogenital, oral e pele. A liberacdo da azitromicina pelos fagocitos pode ser
aumentada pela presenca eventual de bactérias ou de componentes da parede celular
bacteriana (RETSEMA et al., 1991).
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FIGURA 01. Estrutura molecular da azitromicina.

2.3.2 Caracteristicas microbiologicas

A azitromicina possui um amplo espectro de agdo apresentando atividade contra
bactérias Gram-positivas ¢ uma vasta gama de bactérias Gram-negativas. Dentre as
bactérias Gram-positivas pode-se destacar sua acdo contra Staphylococcus aureus,
Streptococcus pyogenes (estreptococos P-hemoliticos do grupo A), Streptococcus
pneumoniae, estreptococos a-hemoliticos (grupo viridans), outros estreptococos e
Corynecbacterium spp. (MASKELL et al., 1990). Demonstra resisténcia cruzada contra
cepas Gram-positivas resistentes a eritromicina, incluindo Streptococcus faecalis
(enterococos) e a maioria das cepas de estafilococos oxacilina-resistentes (RETSEMA,
1999). Entre as bactérias Gram-negativas pertencentes a familia Enterobacteriaceae, a
azitromicina apresenta atividade variavel contra Escherichia coli, Salmonella enteritidis,
Salmonella typhi, Enterobacter spp. e Klebsiella spp.. Espécies de Proteus, Serratia,
Morganella e a Pseudomonas aeruginosa sao freqiientemente resistentes (RETSEMA et
al., 1987). A azitromicina apresenta notavel atividade in vitro em relagdo a
microrganismos intracelulares, como Chlamydia trachomatis, Mycoplasma pneumoniae,
Legionella pneumophila, Ureaplasma spp. e bactérias anaerdbias, como Bacteroides
fragilis ¢ Bacteroides spp., Clostridium perfringens, Fusobacterium necrophorum e
Propionibacterium acnes. Possui a¢do superior aos demais macrolideos no tratamento de
infecgdes causadas por Haemophilus spp., Moraxella catarrhalis, Acinetobacter spp.,
Yersinia spp., Shigella spp., Pasteurella spp., Vibrio cholerae e parahaemolyticus,
(SLANEY et al., 1990; EDELSTEIN: EDELSTEIN, 1991). Além disso, pode ser prescrita
para tratamento de infecgdes provocadas por outros organismos, como Borrelia
burgdorferi, Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma pneumoniae, Campylobacter spp. e
Listeria monocytogenes. Na clinica veterinaria essa droga ¢ prescrita para cies e gatos no
tratamento de infecgdes respiratdrias, otorrinolaringologicas, dermatoldgicas, urogenitais,
digestivas e osteoarticulares. A dose recomendada é de 10 a 30 mg/Kg/PV/dia de 3 a 5 dias
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dependendo do quadro clinico do animal, podendo também ser prescrita para o tratamento
da toxoplasmose e erlichiose durante 7 dias consecutivos de administragao.

2.3.3 Desenvolvimento de resisténcia

Nao existem dados disponiveis na literatura, at¢é o momento, sobre o
desenvolvimento de resisténcia a azitromicina na clinica veterinaria. No entanto, alguns
estudos em populacdes humanas, mostram que mecanismos de resisténcia bacteriana
podem ocorrer. Retsema (1999) afirmou em estudos de suscetibilidade e emergéncia da
resisténcia em macrolideos que as baixas e prolongadas concentragdes séricas apos a
administracdo de azitromicina podem induzir ou selecionar organismos resistentes em uma
populagdo previamente sensivel. O autor reportou que cepas de Staphylococcus aureus
apresentaram aumento da CIM de trés diluigdes apos serem submetidas a nove exposi¢des
consecutivas de azitromicina.

A resisténcia a macrolideos também tem sido amplamente reportada em
Streptococcus pyogenes Grupo A (GAS) associadas a humanos e a sua incidéncia varia em
diversos paises. Essa espécie comumente acomete criangas levando a um quadro de
faringite cronica. Um fato de extrema importancia, € que a azitromicina ¢ recomendada
nos casos de pacientes com hipersensibilidade a B-lactdmicos ou nos casos de falha no
tratamento por essa classe de antimicrobianos. Biggen et al. (2002) investigaram sete
isolados de GAS de pacientes que apresentaram falhas no tratamento com azitromicina. Os
autores demonstraram através de técnicas moleculares que o mecanismo genético
desenvolvido por essa espécie estava associado a presenga dos genes erm ¢ mef. Esses
genes podem integrar-se ao cromossomo plasmidial ou conjugar-se a outros elementos
moveis como transposons. O mecanismo de resisténcia consiste em modifica¢des no alvo
ribossomal através de uma metilagdo codificada pelo gene erm e também através de
alteragdes no mecanismo de efluxo especifico para macrolideos codificado pelo gene
mef(A). A microbiota da orofaringe submetida a pressdao seletiva durante o tratamento
prolongado com baixas doses de azitromicina se constitui em uma fonte potencial desses
determinantes de resisténcia, podendo facilitar a circulagdo desses genes e a disseminacao
clonal de cepas resistentes (KATAJA et al., 1999; TAIT-KAMARADT et al., 2000).

O aumento da pressdo seletiva na populagdo bacteriana também induz alguns
mecanismos de resisténcia cruzada, como os observados em S. pneumoniae penicilina-
resistentes que também apresentaram resisténcia fenotipica aos macrolideos, dentre eles, a
azitromicina, eritromicina e claritromicina (YAMAGUCHI et al., 2005). A resisténcia
cruzada a azitromicina, que ocorre de forma induzida ou constitutiva, também ¢ observada
em S. aureus e Staphylococcus spp. coagulase-negativos eritromicina e oxacilina-
resistentes (NEU et al., 1991) ¢ em Pseudomonas aeruginosa produtora de biofilme
(GILLIS et al., 2005). Um estudo realizado na Finlandia demonstrou que a incidéncia de
resisténcia aos macrolideos pdde ser reduzida através da limitagdo do uso da eritromicina.
Entretanto, a crescente utilizagdo de novos macrolideos, como a azitromicina que ¢
utilizada em dose diaria tnica, dificulta a adogio desta medida (SEPPALA et al., 1997).

A introducdo de principios ativos na pratica clinica veterinaria, que também sao
alternativas de tratamento de infec¢cdes em humanos, deve ser acompanhada de estudos
que confiram dados confiaveis sobre sua atividade e monitorem sua eficacia sobre os
processos infecciosos de diferentes 6rgdos e sistemas. O presente trabalho visou avaliar a
eficacia da azitromicina em diferentes sitios de infec¢des bacterianas em animais de
companhia, bem como a possivel resisténcia cruzada entre este antibidtico e a oxacilina em
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isolados de Staphylococcus spp., tendo em vista a escassez de dados a respeito dessas
caracteristicas em isolados obtidos a partir de animais.
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3 MATERIAL E METODOS

Para alcangar o objetivo proposto, foram obtidos 151 espécimes provenientes de 128
cdes e 23 gatos, através do acompanhamento da rotina de atendimento clinico do
Departamento de Clinica Médica de Pequenos Animais da Universidade Estacio de Séa e de
visitas periddicas ao Instituto Veterinario Municipal Jorge Waitsman. As amostras foram
encaminhadas sob refrigeracdo ao Laboratorio de Bacteriologia Veterinaria situado no
Instituto de Veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) para
realiza¢ao dos procedimentos de identificacdo bacteriologica e testes de suscetibilidade aos
antibioticos de elei¢ao (Anexo 02).

3.1 Coleta das Amostras

3.1.1 Quadros de otite

Foram obtidos 33 espécimes do conduto auditivo externo de caes otopatas com o
auxilio de “swabs” estéreis. Durante o exame clinico, os animais foram submetidos a
otoscopia para avaliagdo da mucosa auricular e de alteragdes patoldgicas como edema,
hiperemia, secre¢do e pesquisa de parasitos. Também foi realizado exame citologico para
observacao das caracteristicas do exsudato auricular tais como, celularidade, presenca de
bactérias, leveduras e parasitos.

3.1.2 Quadros de infeccédo de pele

Foram obtidos 33 espécimes de 25 cdes ¢ 8 gatos com lesdes e secrecdes da pele com
o auxilio de “swabs” estéreis. Durante a anamnese e exame clinico foram investigados sinais
como caracteristica da lesdo (pustular, exsudativa, purulenta, hemorragica, crostosa, miiases
e outras), localizacdo e distribuicdo das lesdes, areas de alopecia, presenca de prurido, além
de exames citologicos para deteccdo de parasitos, bactérias e leveduras e observagdo de
alteracdes do pélo.

3.1.3 Quadros de infeccdo urinaria

Foram obtidos 34 espécimes de caes ¢ 15 de gatos clinicamente suspeitos de infec¢do
urindria. Durante a anamnese e exame clinico foram investigados sinais como poliuria,
hematuria, anturia, obstru¢ao uretral (principalmente em felinos), dor durante a micgdo e
outros, além das informacdes a respeito da conduta terapéutica e antibioticoterapia. A coleta
das amostras foi realizada através das técnicas de cistocentese, sonda uretral, ou a partir da
miccao espontanea dependendo do estado clinico do animal e da exigéncia do diagnostico.
As amostras foram enviadas para o Laboratério de Patologia Clinica da Universidade
Estacio de S& para avaliagdo dos Elementos Anormais e Sedimentoscopia (EAS), e apos
centrifugacdo pequenas aliquotas do sedimento e sobrenadante foram transferidas para tubos
coletores estéreis.

3.1.4 Quadros de infeccédo uterina em cadelas

Foram obtidos espécimes de seis cadelas que apresentaram lesdes e alteragdes
comportamentais relacionadas ao trato reprodutivo. As principais alteragdes analisadas
durante exame ginecologico das fémeas foram: presenga de secrecdo vaginal, vulvovaginite,
alteracdes do ciclo estral, piometra (detectada por ultra-sonografia) dentre outras. A coleta
foi realizada por aspiracdo direta do contetido uterino durante intervencgdes cirtrgicas
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(panhisterectomia) realizadas no Departamento de Cirurgia de Pequenos Animais da
Universidade Estacio de Sa ou coleta direta através de swabs estéreis.

3.1.5 Quadros de infeccao respiratoria

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

3.1.6 Quadros de infec¢éo da cavidade oral

Foram obtidos 12 espécimes de caes com alteracdes patologicas da cavidade oral que
incluiram periodontites, lesdes pustulares e fistulares provocadas por infeccdo dos dentes
pré-molares e molares superiores. As amostras foram coletadas por “swabs” estéreis durante
a contengdo fisica ou quimica dos animais.

3.1.7 Quadros de infeccdo da conjuntiva ocular

Foram obtidos 13 espécimes de caes com alteragdes patologicas da mucosa
conjuntival tais como, secre¢des purulentas e ulceras de cornea. As amostras foram coletadas
por “swabs” estéreis durante o exame clinico oftalmoldégico dos animais.

3.2 Isolamento Primario e Identificagdo Presuntiva

As amostras clinicas foram inoculadas em 4gar sangue (5% de sangue de carneiro) e
em meios seletivos e diferenciais de acordo com o tipo e sitio de coleta. As placas foram
incubadas a 37°C por 24 horas e posteriormente observadas as caracteristicas morfologicas
das coldnias. As coldnias isoladas foram submetidas ao método de Gram, teste da catalase e
hidréxido de potassio a 3% e processadas de acordo com os testes de identificacdo
especificos para cada grupo bacteriano (KONEMAN et al., 2001).

3.2.1 Staphylococcus spp.

O isolamento primario foi efetuado em 4agar sangue (AS), posteriormente, as
amostras foram repicadas em agar seletivo manitol vermelho de fenol (MVF). Apds a
identificagdo presuntiva das colOnias, estas foram submetidas ao método de Gram, para
confirmagdo das suas caracteristicas morfotintoriais, a prova da catalase e ao teste do KOH a
3%, onde a ndo formagdo de gel viscoso indicou resultado negativo (KONEMAN et al.,
2001). A prova da coagulase em tubo foi realizada para diferenciacdo entre as espécies de
Staphylococcus. Uma aliquota de 0,1 ml de cada amostra cultivada em caldo BHI (Infuso de
Cérebro e Coragao), foi adicionada a 0,5 ml de sangue total de carneiro, acrescido de etileno-
diamina-tetra-acetato (EDTA-1%) e incubadas a 37°C por 6 horas a fim de obter a
visualizacdo do codgulo. As amostras coagulase-positivas tiveram sua identificagcdo
comprovada através das provas de Voges-Proskauer (VP), fermentagao da maltose e redugao
do nitrato (KONEMAN et al., 2001). As amostras coagulase-negativas foram submetidas a
prova da resisténcia a bacitracina para diferenciagdo entre Micrococcus spp., sensiveis, ¢
estafilococos coagulase-negativos (ECN), resistentes. Para identificacdo das espécies de
ECN foram efetuadas as seguintes técnicas: fermentacdo de aclicares (xilose, sacarose,
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trealose, frutose, maltose, lactose e manose), reducao de nitratos e producdo de urease
(KONEMAN et al., 2001) (Anexo 02).

3.2.2 Streptococcus spp.

A identificacdo dos isolados de Streptococcus spp. foi efetuada através do isolamento
primario em AS e posterior repique em meio seletivo para Streptococcus spp. (agar Azida).
Ap0s incubagdo, a 37°C por 24 horas em microaerofilia, utilizando sistema GASPAK, foram
observadas as caracteristicas morfologicas das colonias e o padrdo de hemolise em AS. As
provas de identificacdo realizadas foram: inoculacdo em leite adicionado de azul de
metileno, teste de CAMP e provas de hidrolise de esculina e hipurato (KONEMAN et al.,
2001, ANVISA, 2005).

3.2.3 Enterobactérias

Além do isolamento primario em AS, as amostras também foram repicadas em meios
seletivos como agar Mac Conkey (MC) e Eosina Azul de Metileno (EMB). Apds a
identificacdo presuntiva das colonias, estas foram submetidas ao método de Gram, teste da
catalase e prova do KOH a 3%, onde a formacao de gel viscoso indicou resultado positivo.
As seguintes provas de identificacdo foram realizadas: comportamento em agar triplice
acucar-ferro (TSI), motilidade em tubo, produgdo do Indol, producdo de acidos a partir da
glicose, fermentacdo de acucares, reducdo do nitrato, producdo de gelatinase, produgdo de
urease, degradacdo do citrato e do malonato, e outros diferenciais de acordo com o
microorganismo envolvido (KONEMAN et al., 2001).

3.2.4 Bastonetes Gram-negativos ndo-fermentadores

O mesmo padrio de isolamento primario, identificagdio presuntiva e testes
fenotipicos realizados para as amostras suspeitas de enterobactérias foram utilizados para os
bastonetes Gram-negativos nao-fermentadores, diferenciados através da prova de
comportamento em agar TSI, pela ndo fermentagdo dos acucares lactose, glicose e sacarose.
Para a identificacdo confirmatoria, as amostras suspeitas foram submetidas as provas de
reducdo de nitrato, prova da oxidase e teste de fermentagdo e oxidagdo da glicose a 1% em
caldo vermelho de fenol. As amostras suspeitas de Pseudomonas spp., ou seja, negativas em
todos os testes citados anteriormente, foram repicadas em agar Miieller Hinton (MH) para
observacao de pigmento fluorescente (pioverdina) a luz ultra-violeta caracteristico de
Pseudomonas spp. Grupo Fluorescens (KONEMAN et al., 2001).

3.2.5 Bactérias da cavidade oral

As amostras foram isoladas primariamente em AS e repicadas em diversos meios
seletivos, tais como o agar Mitis-Salivarius para o isolamento de Streptococcus do grupo
viridans e suas modificagdes para isolamento seletivo de Streptococcus mutans (adi¢do de
20% de sacarose e disco de bacitracina). O agar chocolate foi utilizado para o isolamento de
Haemophilus spp. e agar Baird Parker para o isolamento de bactérias formadoras de
pigmento negro, tais como Corynebacterium spp.. As coldnias isoladas foram submetidas ao
método de Gram, teste da catalase e KOH a 3% e processadas de acordo com os testes de
identificagdo especificos para cada grupo bacteriano (KONEMAN et al., 2001).
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3.2.6 Teste de suscetibilidade aos antimicrobianos de elei¢ao

Ap6s identificagdo os isolados foram submetidos ao teste de difusdo em disco para
determinar o perfil de suscetibilidade microbiana. Os isolados foram inoculados em caldo
BHI, durante 24 horas a 37°C e, posteriormente, diluidos a concentracdo de 0,5 da escala de
Mc Farland, equivalente a 1,5 x 10° células/mL, segundo os padrdes estabelecidos pelo
CLSI, 2005. Os isolados foram mantidos congelados em caldo MH acrescido de 4% de
glicerol para posterior realizacao de outras metodologias.

3.2.6.1 Antimicrobianos

A escolha dos antimicrobianos (SENSIFAR-CEFAR®) para a realizacdo dos ensaios
de difusdo em disco foi realizada segundo as indicagdes terapéuticas para cada um dos sitios
de infec¢do de acordo com os dados disponiveis pela literatura atual (Anexo 03).

3.2.6.2 Técnica da Difuséo em Disco

Uma aliquota de 0,1 mL da suspensdo bacteriana foi distribuida por toda a superficie
da placa contendo agar MH com o auxilio da al¢a de Drigalski. Os discos foram depositados
sobre a superficie do meio de cultura, ja contendo o indculo, e ap6s incubagdo por 24 horas a
37°C os didmetros formados na zona de inibicdo ao redor dos discos de antibidtico foram
observados ¢ medidos em milimetros (CLSI, 2005) (Anexo 04).

3.3 Avaliacéo in vitro do Perfil de Atividade da Azitromicina

3.3.1 Avaliacédo do perfil de suscetibilidade bacteriana a azitromicina atraves da técnica
de Difusdo em Disco

A avaliacao da suscetibilidade a azitromicina através da técnica de difusao em disco
foi realizada em separado, utilizando a metodologia ja preconizada pelo CLSI, 2005. Os
discos de azitromicina (SENSIFAR-CEFAR ®) de 15ug foram depositados sobre a
superficie do meio de cultura, ja contendo o indculo, e apés incubagio por 24 horas a 37°C,
os diametros formados na zona de inibigdo ao redor dos discos, foram observados e medidos,
em milimetros (CLSI, 2005). Cada isolado foi testado novamente, em intervalo de uma
semana, para avalia¢do da reprodutibilidade do teste.

3.3.2 Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) para azitromicina
através da tecnica de Microdiluigdo em Caldo

O método da microdilui¢do em caldo permitiu a avaliagdo da menor concentragdo de
azitromicina (PFIZER") capaz de impedir o crescimento bacteriano. Para isso, uma solugio
estoque de azitromicina (5,12mg/mL) foi diluida em diferentes concentragdes em caldo MH,
que variaram de 1,0uL/mL; 2,0ul/mL; 4,0uL/mL; 8,0uL/mL; 16,0uL/mL; 32,0ul/mL;
64,0ul/mL;  128,0ul/mL; 256,0ul/mL; até 512,0uL/mL. As suspensdes bacterianas
crescidas por 24hs a 37°C em caldo BHI, foram diluidas até 10 em caldo MH, a fim de
obter-se uma quantidade final de, aproximadamente, 10°UFC/mL. Para cada amostra, 0,1
mL de suspensdo bacteriana foi adicionada a 0,9 ml de caldo MH contendo as concentracdes
distintas de azitromicina e incubadas a 37°C por 24 horas. O resultado foi obtido através do
grau de turvacdo observado nos tubos. Qualquer indicio de turvacdo foi considerado
crescimento bacteriano, portanto resistente a concentragdo do antibidtico presente no caldo
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MH. Logo, o valor da concentracdo do caldo anterior ao primeiro que apresentou turvacao,
foi considerado como sendo a concentracdo inibitéria minima para azitromicina (CLSI,
2005). As cepas padrao de S. aureus sensivel (ATCC 25923) e resistente a oxacilina (ATCC
29213) foram obtidas junto ao Instituto  Nacional de  Controle de
Qualidade/INCQS/FIOCRUZ ¢ utilizadas como controle dos testes. Para avaliar uma
possivel contaminacao durante o preparo da técnica foi utilizado caldo MH com antibidtico
sem o indculo.

3.3.3 Determinag&o da CIM para azitromicina através da técnica de Diluicdo em Agar

O método de diluicdo em 4gar também permite a avaliagdo da menor concentragdo
de azitromicina (PFIZER™) capaz de impedir o crescimento bacteriano e utiliza o 4gar MH
como substrato para realizagdo das dilui¢des. O desenvolvimento desta técnica se fez através
uma concentragdo inicial de 5,12mg/mL de azitromicina que foi diluida em agar MH as
concentragdes de 1,0ul/mL; 2,0ul/mL; 4,0ul/mL; 8,0uL/mL; 16,0uL/mL; 32,0uL/mL;
64,0uL/mL; 128,0uL/mL; 256,0uL/mL; até 512,0uL/mL. As diluicdes foram despejadas
em placas de Petri contendo um volume final de 20mL de 4gar MH e em cada placa pode ser
inoculada até 30 estirpes, utilizando-se ponteiras estéreis para cada uma dessas. Apos
incubacdo a 37°C por 24hs, o crescimento de coldnias indicou resisténcia a concentracdo e a
CIM foi considerada como a primeira concentracdo que ndo apresentou crescimento
(MANN; MARKHMAN, 1998).

3.4 Avaliacdo da Resisténcia Cruzada em Staphylococcus spp. Resistentes a Oxacilina e
Azitromicina

Para a avaliagdo da resisténcia cruzada em Staphylococcus spp. foi determinado o
perfil fenotipico de resisténcia a azitromicina e oxacilina, e avaliacdo genotipica da
resisténcia a oxacilina, para posteriormente determinar quantos isolados apresentaram
resisténcia aos dois antibioticos. Os métodos mais utilizados para detec¢do da resisténcia a
oxacilina, contam com modificacdes das condi¢des de cultura para aumentar a expressao da
resisténcia. A avaliacdo fenotipica dessa resisténcia foi realizada pelas técnicas de difusdo
em disco, difusdo em disco modificada, microdilui¢do em caldo (KOHNER et al., 1999) e
em agar (MANN; MARKHMAN, 1998). Para a realiza¢do dos testes de suscetibilidade a
oxacilina, o antibidtico foi diluido a uma concentragdo estoque de 1,0mg/mL, em &4gua
destilada estéril. As cepas padrao de S. aureus sensivel (ATCC 25923) e resistente a
oxacilina (ATCC 29213) foram obtidas junto ao Instituto Nacional de Controle de
Qualidade/INCQS/FIOCRUZ e utilizadas como controle dos testes.

3.4.1 Difusdo em Disco Modificada

Nesta técnica de difusdo em disco, foi utilizado d4gar MH suplementado com 4% de
NaCl. A suspensao bacteriana (0,ImL) foi distribuida por toda a superficie das placas
contendo meio sélido e apos incubagio por 24 horas a 37°C, os didmetros formados na zona
de inibi¢do ao redor do disco de oxacilina, foram observados ¢ medidos em milimetros. Os

diametros acima de 13 mm indicavam a sensibilidade da amostra ao antibidtico (KOHNER
et al., 1999).
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3.4.2 Agar Screen

O desenvolvimento desta técnica se fez através da dilui¢do da oxacilina (1,0mg/mL)
a uma concentracao final de 6pg de antibidtico por mililitro de agar MH, suplementado com
4% de NaCl. As placas de Petri foram divididas em quatro partes iguais e sobre cada linha
foi possivel a inoculagdo de uma suspensdo, ou seja, para cada placa foi possivel a
inoculagdo de quatro suspensdes bacterianas distintas, semeadas com o auxilio da alga de
platina. Apos 24 horas de incubagdo a 37°C a resisténcia das cepas bacterianas ao antibiotico
foi avaliada, onde qualquer coldnia crescida na superficie do meio de cultura foi considerada
resistente (KOHNER et al., 1999).

3.4.3 Determinacdo da CIM para oxacilina através da Técnica da Microdiluicdo em
Caldo

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

3.4.4 Determinacdo da CIM para oxacilina através da Técnica de Diluicio em Agar

A determinag¢do da CIM para oxacilina pelo método de diluigdo em éagar seguiu os
mesmos critérios descritos para a metodologia realizada para avaliagdo da azitromicina. O
desenvolvimento desta técnica se fez através uma concentra¢do inicial de Img/ml de
oxacilina que foi diluida em &4gar MH as concentragdes de 0,25ul/mL; 0,5uL/mL;
1,0uL/mL; 2,0ul/mL; 4,0uL/mL até 8,0uL/MI. O resultado foi obtido pela avaliacdo do
crescimento de colonias que indicou resisténcia a concentracdo ¢ a CIM foi considerada
como a primeira concentragdo de oxacilina que ndo apresentou crescimento. Como controle
positivo foi utilizado 4gar MH sem antibiotico (MANN; MARKHMAN, 1998). Isolados que
cresceram em agar contendo valores de CIM maior ou igual a 8,0pg/mL foram considerados
resistentes.

3.5 Deteccao do gene mecA pela Técnica de Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR)

Muitas pesquisas tém utilizado a técnica da Reagdo em Cadeia de Polimerase (PCR),
baseada na informacao da seqiiéncia de DNA, para detec¢ao de cepas de MRSA. O método
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de PCR apresenta alta sensibilidade e especificidade além de ser independente das condigdes
fisicas e quimicas das culturas bacterianas e, portanto foi utilizada como técnica ouro para
deteccdo do gene mecA na avaliacdo do perfil de resisténcia a oxacilina nos isolados de
Staphylococcus spp. (MURAKAMI et al. 1991; TOKUE et al. 1992; SPELDOOREN et al.,
1998).

O procedimento de detecgdo do gene mecA foi desenvolvido no Laboratorio de
Biologia Molecular, no Departamento de Parasitologia da Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro.

3.5.1 Lise bacteriana

Para a obten¢ao do DNA bacteriano, uma unica colonia de cada cepa, crescida em
agar MH apos 24hs a 37°C, foi suspensa em tampao (10mM Tris-HCl e I1mM EDTA- pH
8.0) a fim de estabelecer uma concentragdo final de 3x10° UFC/mL de acordo com a escala
de Mc Farland. Foi adicionado um volume de 40ul de lisozima (PROMEGA) (10mg/mL),
45ul de proteinase K (PROMEGA) (20mg/mL) a 210 pl de suspensdo recém preparada.
Apo6s a incubagdo a 37°C por lhora, a 250ul dessa solugao foi adicionado 2,5ul de SDS
(Sodium Dodecyl Sulphate) (20%), incubado a 100°C por 10 minutos e resfriados em gelo.
Ap6s centrifugacdo a 9.500xg por 5 minutos, 15ul do sobrenadante contendo o DNA foi
retirado e utilizado para técnica de PCR (COELHO et al., 2007).

3.5.2 Amplificacdo do gene mecA pela técnica de PCR

Para tal a amplificagdo do gene, foi preparado uma suspensao utilizando-se:
e 0,25mM de primer (PROMEGA) especifico para amplificacdo do gene:

5" AAA ATC GAT GGT AAA GGTTGG C 3’

3> AGT TCT GCA GTA CCGGATTTGC ¥’
e Tampao 10X (PROMEGA);
e 25mM de MgCl, (PROMEGA);
e 2.5mM de nucleotideos ( PROMEGA);
2 U de Tag polimerase (PROMEGA).

A 45l deste tampao, foi adicionado um volume de Sul de DNA extraido. O material
utilizado na amplificagdo foi levado ao termociclador, no qual foram realizados 40 ciclos:
e desnaturacdo a 94°C por 30s;
e anelamento a 55°C por 30s;
e extensdo a 72°C por 1minuto;
e um ciclo de extensao final a 72°C por 5 minutos.

Um volume de 10ul do produto da reagao foi aplicado em gel de agarose (SIGMA) a
1,5% para separagdo do segmento do gene mecA através da eletroforese, utilizando o
marcador de 100pb, para quantificagdo dos pares de base (pb) do fragmento gene. Como
controle positivo foi utilizada a cepa de Staphylococcus aureus ATCC 29213 (COELHO et
al., 2007).

3.6 Andlise Estatistica

Para a determinagao da Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) para azitromicina, os
resultados obtidos a partir das técnicas de microdilui¢do em caldo e dgar, foram submetidos
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a um modelo de regressao logistica, conforme Ritz; Streibig (2005), utilizando-se o software
R2.4.1. (2006), constituido de 4 parametros sendo: F(x(b,c,d,e))= c+((d-c)/(1+exp(b(log(x)-
log(e))).

Para determinar o perfil de resisténcia dos isolados bacterianos frente a azitromicina,
os resultados dos trés testes de avaliacdo fenotipica foram submetidos a uma analise
estatistica multivariada (correlagdo candnica) para estabelecer a correspondéncia entre os
seus resultados de forma a determinar quais isolados foram realmente resistentes (HAIR et
al., 2005).

O programa Excel (Microsoft™) foi utilizado para confecgdo dos graficos com os
percentuais dos isolados identificados em diferentes sitios infecciosos, para os graficos com
percentuais de suscetibilidade antimicrobiana e para o célculo de sensibilidade e
especificidade dos testes fenotipicos para deteccdo de resisténcia a oxacilina como método
preditivo da presenca do gene mecA. A sensibilidade das técnicas fenotipicas ¢ dada pelos
isolados que sdo resistentes nos testes fenotipicos e que possuem o gene, considerados os
isolados verdadeiramente positivos (VP). Sensibilidade é calculada através da seguinte
equacdo: VP/ VP+FN (falso-negativo), onde FN corresponde aos isolados que sdo resistentes
nos testes fenotipicos, porém ndo expresam o gene. A especificidade é o poder de distinguir
os isolados sensiveis aos testes fenotipicos e que ndo apresentam o gene mecA, sendo
detectados através do seguinte calculo: VN/ FP+VN (verdadeiro negativo).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 ldentificacao das Espécies

Os testes de identificagdo das espécies bacterianas e suscetibilidade aos
antimicrobianos foram realizados seqiliencialmente e os resultados eram imediatamente
enviados aos médicos veterindrios responsaveis pelo atendimento clinico dos animais como
forma de auxiliar no diagndstico e na terapéutica das doencgas (Tabela 01) (Figura 02). Essa
conduta visou conscientizar uma pequena parcela da comunidade veterinaria a respeito da
importancia clinica da realizacdo dos testes de identificacdo e de suscetibilidade, além de
gerar entendimento a respeito do impacto provocado pelo uso indevido de antibidticos. O
resultado dessa medida foi muito satisfatorio, uma vez que contribuiu significativamente
para o sucesso de diversos atendimentos e trouxe esclarecimentos a respeito da diversidade
de agentes bacterianos envolvidos na etiologia das doencas, desmistificando o conceito do
envolvimento apenas de agentes bacterianos classicos como justificativa para a escolha do
antibiotico.

Tabela 01. Microrganismos obtidos a partir dos processos infecciosos provenientes de
animais de companhia

Sitios de Processos Infecciosos Avaliados (n/%0)

Microrganismos Otite Pele Trato Trato Trato Mucosa Mucosa
urindrio  respiratério  reprodutivo oral ocular
49 40 29 5 10 6 8
Total de isolados
S. intermedius 13/26,5 11/27,5 5/17,2 - 1/10,0 1/16,7  2/25,0
S. aureus subsp. aureus 4/8.2 6/15 - - 1/10,0 - 2/25,0
S. aureus subsp. anaerobius - - - - 1/10,0 - -
S. schleiferi subsp. coagulans 2/4,1 4/10,0 - - - - -
S. xylosus 4/82 2/5,0 - - 1/16,7 -
S. hominis - 2/5,0 - - 1/10,0 - -
S. epidermidis - - - 2/40,0 - - -
Micrococcus spp. 7/14,3 3/7,5 - - - - -
Streptococcus spp. - - - - - 1/16,7 -
Corynebacterium spp. 1/2,1 1/2,5 1/3,4 1/20,0 2/20,0 1/16,7 -
Listeria spp. - - 1/3,4 2/40,0 - 1/16,7  2/25,0
Bacillus spp. - - 3/10,3 - - - -
Pseudomonas aeruginosa 7/14,3 1/2,5 - - 1/10,0 - 1/12,5
E. coli 3/6,1 2/5,0 7/24,1 - - - -
P. mirabilis 3/6,1 2/5,0 4/13,8 - - 1/16,7 -
P. vulgaris - 1/2,5 - - - -
S. marcescens 3/6,1 3/7,5 1/3,4 - 1/10,0 - -
S. liquefaciens - - - - - - 1/12,5
- 1/2,5 3/10,3 - 1/10,0 -
C. freundii
Y. enterocolitica - 1/2,5 2/6,9 - - - -
Salmonella spp. - - 1/3,4 - - - -
Enterobacter spp. - - - - 1/10,0 - -
levedura 2/4,1 - 1/3,4 - - - -
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Figura 02. Perfil de suscetibilidade de um isolado de Pseudomonas aeruginosa obtida a
partir de espécimes de otite externa. (1) Halo de inibicdo da azitromicina, (2) Halo de
inibicao do antimicrobiano, (R) Resisténcia.

4.1.1 Identificacdo das amostras de otite externa canina

Foram obtidos 49 isolados bacterianos a partir de espécimes de 33 cdes com otite
externa. Dentre esses, o percentual obtido de espécies de estafilococos coagulase-positivos
(ECP) correspondeu a 38,8% (19/49), Micrococcus spp. a 14,3% (7/49) e estafilococos
coagulase-negativos (ECN) a 8,2% (4/49). Foram obtidos 15 isolados de bastonetes Gram-
negativos (30,6%) dos quais, 18,4% (9/49) corresponderam ao grupo das enterobactérias e
14,3% (7/49) a Pseudomonas spp.. Além disso, foram isolados bastonetes Gram-positivos do
género Corynebacterium spp. (2,0%, 1/49) e leveduras (4,1%, 2/49) (Grafico 01).

Dentre as espécies de estafilococos coagulase-positivas isoladas, Staphylococcus
intermedius correspondeu a 26,5% (13/49), S. aureus subsp. aureus correspondeu a 8,2%
(4/49) e S. schleiferi subsp. coagulans a 4,1% (2/49). Esses resultados corroboram com
Hariharan et al. (2006) que, num amplo estudo ao longo de cinco anos, avaliaram a
microbiota de 1819 caes e gatos com otite externa e isolaram ECP em 36,3% das amostras,
sendo S. intermedius a espécie prevalente. Também segundo Blanco et al. (1996) e Kiss et
al. (1997) as espécies S. aureus e S. intermedius sao apontadas como as principais espécies
implicadas nestas infeccdes. Os isolados de ECN avaliados no presente estudo,
corresponderam a 8,2% das amostras, sendo S. Xylosus a espécie prevalente. Oliveira et al.
(2006) avaliaram 30 cdes com otite média no estado do Ceara ¢ isolaram S. xylosus em 6,7%
das amostras.

O género Micrococcus spp. representou 14,3% (7/49) dos isolados e em 55,6%
(18/33) das amostras estava associado a outros agentes. Os membros deste género sdo
encontrados comumente no meio ambiente (KONEMAN et al., 2001) e como habitantes
normais da pele e mucosas. Na maioria das vezes, sdo reportados como contaminantes em
isolados clinicos (GAHRN-HANSEN et al., 1987), embora possam desenvolver infecgdes
oportunistas em individuos imunossuprimidos (BROOKS et al., 2000).
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Dentre as enterobactérias isoladas no presente estudo, Serratia marcescens, Proteus
mirabilis e Escherichia coli corresponderam a 6,1% (3/49) dos isolados, respectivamente.
Dos sete (14,3%) bastonetes Gram-negativos ndo-fermentadores isolados, todos foram
identificados como Pseudomonas aeruginosa. Hariharan et al. (2006) também relataram o
isolamento de P. mirabilis (9,6%), E. coli (9,8%) ¢ P. aeruginosa (17,5%). Nobre et al.
(2001) ao analisarem a microbiota de 78 caes otopatas e 36 sadios, isolaram P. aeruginosa
em 10,3% das amostras.

No presente estudo, foi possivel determinar infec¢des do tipo monomicrobianas em
48,5% (16/33) dos espécimes coletados, infec¢des polimicrobianas em 36,4% (12/33) e
cultura bacterioldgica negativa em 15,5% (5/33) dos espécimes avaliados. Muller et al.
(1995) encontraram infec¢des polimicrobianas em 30% dos casos de otite avaliados,
apontando para a importincia na determinacdo dos agentes etiologicos para indicacdo
terapéutica efetiva embasada em testes de suscetibilidade para respectivos agentes. Da
mesma forma, Oliveira et al. (2005) detectaram 50,5% de infec¢gdes monomicrobianas e
49,5% polimicrobianas em 305 amostras de cdes com otite externa.

Gréfico 01. Perfil da distribuigdo dos microrganismos isolados a partir de 33 casos de otite
externa canina.

2,0%  41%

8,2% 14,3%

O ECP B Micrococcus spp. OECN
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W Leveduras

4.1.2 Identificacdo das amostras de infeccGes de pele

Foram obtidos 40 isolados bacterianos a partir de espécimes de 33 cdes com
pioderma. Dentre esses, o percentual obtido de espécies de ECP correspondeu a 52,5 %
(21/40), ECN a 10,0% (4/40) e Micrococcus spp. a 7,5% (3/40). Foram obtidos 11 (27,5%)
isolados de bastonetes Gram-negativos dos quais, 25% (10/40) corresponderam ao grupo das
enterobactérias ¢ 2,5% (1/40) a Pseudomonas aeruginosa. Além disso, foram obtidos
bastonetes Gram-positivos do género Corynebacterium spp. em 2,5% (1/40) dos isolados
(Gréfico 02).

Dentre as espécies de ECP isoladas, S. intermedius correspondeu a 27,5% (11/40), S.
aureus subsp. aureus a 15,0% (6/40) e S. schleiferi subsp. coagulans a 10,0%. Segundo
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Perllerin et al. (1998), S. intermedius é o patégeno cutineo de maior importancia nas
infecgOes bacterianas de cdes. Os resultados corroboram com Nobre et al. (1999) que
investigaram a microbiota de 29 cdes com dermatite ¢ identificaram S. intermedius em
29,2% dos isolados e S. aureus em 25%. May et al. (2005) investigaram a microbiota de 16
cdes com otite externa ¢ pioderma profundo e isolaram S. schleiferi subsp. coagulans em
6,6% dos isolados.

Dos ECN isolados no presente estudo, S. xylosus e S. hominis corresponderam a 5%
(2/40), respectivamente, corroborando com a avaliagdo realizada por Medleau et al. (1986)
que em 210 cdes com pioderma, isolaram 14 ECN dentre os quais, cinco (35,7%) foram S.
xylosus e um (7,1%) S. hominis. Espécies de Micrococcus foram obtidas em associagdo com
outros agentes em 7,5% (3/40) dos isolados avaliados no presente estudo. Segundo Scott et
al. (1995) Micrococcus spp. faz parte da microbiota residente da pele, mas pode atuar como
agente secundario em casos de proliferacdo de outros agentes bacterianos, principalmente S.
intermedius.

As espécies de enterobactérias isoladas no presente estudo, correspoderam a S.
marcescens (3/40), P. mirabilis (2/40), E. coli (2/40), P. vulgaris (1/40), Citrobacter freundii
(1/40) ¢ Yersiinia enterocolitica (1/40). O género Corynebacterium spp. correspondeu aos
2,5% (1/40) de bastonetes gram-positivos isolados. Segundo Scott et al. (2001) os
microrganismos transitorios da pele do cao incluem E. coli, P. mirabilis, Serratia spp.,
Pseudomonas spp., Bacillus spp. ¢ Corynebacterium spp..

Gréfico 02. Perfil da distribuigdo dos grupos bacterianos isolados a partir 33 casos de
pioderma canino.
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4.1.3 Identificacdo das amostras de infec¢Bes urinaria

Foram obtidos 29 espécimes de 34 cdes e 15 gatos com sinais clinicos de distarbio do
trato urinarios inferior. A cultura bacteriolégica foi positiva em 73,5% (26/34) dos
espécimes de caes, obtendo-se um total 26 isolados. Dentre esses, o percentual obtido de
espécies do grupo das enterobactérias correspondeu a 65,4% (17/26), estafilococos
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coagulase-positivos a 11,5% (3/26), bastonetes Gram-positivos a 19,2% (5/26), e leveduras a
3,8% (1/26) (Grafico 03).

Dentre as espécies de enterobactérias, E. coli correspondeu a 23,1% (6/26) dos
isolados, P. mirabilis a 15,4% (4/26), C. freundii a 11,5% (3/26), Y. enterocolitica a 7,7%
(2/26) enquanto, Salmonella spp. e S. marcencens corresponderam a 3,8% (1/26) dos
isolados, respectivamente. Os ECP corresponderam a espécie S. intermedius (3/26) ¢ em
relagdo aos bastonetes Gram-positivos, Corynebacterium spp. ¢ Listeria spp.
corresponderam a 3,8% (1/26), respectivamente e Bacillus spp. correspondeu a 11,5% (3/26)
dos isolados. Véarios microrganismos estdo envolvidos na etiologia das doengas do trato
urinario (UTI) de cdes e para estabelecer o diagnodstico definitivo torna-se necessario a
realizacdo da cultura da urina. Estudos apontam a cultura de urina como padrdo ouro para o
diagnoéstico dessa doenga, além de auxiliar na escolha da melhor conduta terapéutica
(FORRESTER et al., 1999).

Os resultados apresentados corroboram com Cetin et al. (2003) que examinaram
amostras de urina de 100 c3es com doenca trato urinario inferior e reportaram uma
prevaléncia de crescimento bacteriano em 38% das amostras. Esse estudo relatou que dentre
51 isolados bacterianos, a espécie mais prevalente foi E. coli (23,5%), segundo o autor essa
espécie constitui a causa mais comum de doenga do trato urinario de cdes. O autor também
reportou o isolamento de outras espécies de enterobactérias, tais como, Klebsiella
pneumoniae (7,8%), P. vulgaris (5,9%), C. freundii (3,9%), Enterobacter agglomerans
(3,9%), bastonetes nao-fermentadores como, P. aeruginosa (3,92%), além de espécies de
Staphylococcus (9,8%), Micrococcus (11,8%), Streptococcus (15,7%), Corynebacterium
(9,8%) e Acinetobacter (3,9%). Um outro estudo que avaliou 8.354 amostras de urina
durante o periodo de 1969 até 1995, reportou uma prevaléncia de crescimento bacteriano em
96,3% das amostras, dentre esses foram isolados, E. coli em 44,1% dos isolados,
Staphylococcus spp. em 11,6%, Proteus spp. em 9,3%, Klebsiella spp. em 9,1%,
Enterococcus spp. 8,0% e Streptococcus spp. em 5,4% (LING et al., 2001).

No presente estudo, das 15 amostras de urina de gatos, 20% (3/15) apresentaram
crescimento bacteriano e em 80% (12/15) a cultura bacterioldgica foi negativa. O percentual
das espécies isoladas correspondeu a 66,7% (2/3) para S. intermedius e 33,3% (1/3) para E.
coli. Recher Junior et al., (2005) analisaram amostras de urina de 50 felinos com obstrugo
uretral recidivante evidenciando crescimento bacteriano em 8% destas, onde os principais
agentes isolados foram: Pasteurella spp., Klebsiella spp., Staphylococcus spp. e E. coli.
Segundo os autores infecgdes bacterianas do trato urindrio constituem achado esporadico na
espécie felina, resultado pertinente com o do presente estudo.
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Grafico 03. Perfil da distribui¢do dos grupos bacterianos isolados a partir de 49 casos de
infecgdes do trato urinario.
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4.1.4 Identificacdo das amostras de infecgdes uterina

Foram obtidos 10 isolados bacterianos de seis cadelas com piometra. Dentre esses, as
enterobactérias corresponderam a 30% (3/10) dos isolados e P. aeruginosa correspondeu a
10% (1/10). Dentre as espécies de ECP o percentual detectado foi de 30% (3/10) dos
isolados, para ECN 10% (1/10) e para os bastonetes Gram-positivos 20% (2/10) (Grafico
04).

Foram observadas infec¢des polimicrobianas em trés (50%) dos seis espécimes
coletados obtendo-se no total, seis isolados bacterianos nas seguintes associagdes: S. aureus
subsp. aureus e S. aureus subsp. anaerobius, S. intermedius e S. marcencens, S. hominis e E.
aerogenes. Nos outros trés (3/6) espécimes avaliados, apenas um agente microbiano foi
isolado e os respectivos percentuais detectados foram 10% (1/10) para C. freundii, 10%
(1/10) para Pseudomonas aeruginosa e 20% (2/10) para Corynebacterium spp..

Esses resultados apontam para importancia da determinagdo da microbiota uterina
tanto de animais saudaveis quanto doentes, uma vez que bactérias oportunistas podem
tornar-se potencialmente patogénicas em condi¢des favoraveis tais como, estimulagao
hormonal, trauma poés-parto, migragdo de bactérias da vagina ou contaminacdo por fezes.
Mishelia et al. (2001) examinaram a microbiota uterina de 41 cadelas saudaveis em
diferentes fases do ciclo estral e detectaram 44 isolados bacterianos que corresponderam a
Staphylococcus spp. (70,5%), Corynebacteium spp. (70,5%), Proteus spp. (13,6%) e
Klebsiella spp. (15,9%) e Streptococcus spp. (15,9%). No entanto, outros trabalhos
reportaram o envolvimento das mesmas espécies em casos de piometra canina. Gandotra et
al. (1994) investigaram a microbiota bacteriana de cadelas com piometra e reportaram o
isolamento de Staphylococcus aureus em 38,4% dos isolados, Corynebacterium spp. em
20,1% e E. coli em 7,7%. Coggan et al. (2004) avaliaram 82 amostras de cadelas com
piometra ¢ em 78 dessas houve crescimento bacteriano. Escherichia coli apresentou
prevaléncia de 79,2% das amostras, mas outras espécies bacterianas também foram isoladas
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em menor prevaléncia, dentre essas S. schleiferi subsp. coagulans e S. epidermidis
corresponderam a 2,7%, respectivamente, Streptococcus canis a 1,4%, P. aeruginosa a
2,7%, Klebsiella pneumoniae a 2,7% e Morganella morganii a 2,7%. Segundo o autor
Escherichia coli ¢ o patdégeno freqiientemente associado aos casos de infec¢do uterina. A
predominancia de E. coli nas infec¢cdes uterinas pode ser devida a habilidade deste
microrganismo em aderir a sitios antigénicos especificos no endométrio e miométrio
estimulado por progesterona.

O diagnostico da piometra ¢ baseado em achados radiograficos e ultassonograficos e
a indicagdo terapéutica freqlientemente ¢ cirurgica. Durante o atendimento clinico
veterindrio, a rotina ginecoldgica ¢ baseada apenas no exame fisico dos animais e detec¢do
de secregdo vaginal e processos inflamatorios, outros exames sdo indicados somente nos
casos onde existe um interesse no potencial reprodutivo da fémea ou para inseminacao
artificial. Exames colcitopatolégicos e coleta de amostras para a identificacdo dos agentes
etiologicos poderiam ser medidas auxiliares ao tratamento e prevengdo dessa doenca.

Gréfico 04. Perfil da distribui¢do dos grupos bacterianos isolados a partir de seis casos de
infecgdes uterinas.
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4.1.5 ldentificacdo das amostras de infec¢des do trato respiratorio inferior

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

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

No presente estudo, Listeria spp. foi isolada em amostras de dois cdes provenientes
do Instituto Veterinario Municipal Jorge Waitsman, com histérico de agressividade,
apreendidos e dispostos em periodo de quarentena para observacao de sinais clinicos da
raiva canina. Os animais foram alocados em baias superlotadas, predispondo a brigas e ao
contagio. Apods envolvimento em uma briga, um dos cades apresentou secre¢ao nasal
mucopurulenta e lesdo fistular préximo ao olho esquerdo, e o outro desenvolveu um quadro
de uveite traumatica. Foi realizado exame clinico e laboratorial dos animais, no qual foi
isolado Listeria spp. em todos os sitios avaliados, sendo possivel estabelecer o envolvimento
e a via de contaminagdo. A condi¢do higi€nico-sanitaria do local de alojamento dos caes
deve ter associagdo direta com a presenga deste agente, uma vez que Listeria spp. pode ser
isolada a partir de solos, silagem, afluentes de esgoto, dgua corrente e fezes (HIRSH; ZEE,
2003). Este cendrio levanta questdes importantes a respeito da exposi¢do humana, no caso
médicos veterinarios e a equipe de tratadores, e de animais a um excesso de contaminagao
ambiental que favorece a transmissdo de agentes potencialmente patogénicos. Logo, a
principal contribui¢do desta identificacdo bacteriana foi o esclarecimento de tais fatores de
risco e da importancia do médico veterinario como agente atuante no controle de zoonoses.

Gréfico 05. Perfil da distribui¢do dos grupos bacterianos isolados a partir de cinco casos de
infecgdes do trato respiratorio.
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4.1.6 ldentificagdo das amostras de infecgOes da cavidade oral

Dos espécimes coletados da cavidade oral de 12 cdes com doenga periodontal foram
obtidos seis isolados Dbacterianos. Foram identificados os seguintes agentes:
Corynebacterium spp., Listeria spp., S. intermedius, S. xylosus, Streptococcus spp. B-
hemoliticos e P. mirabilis correspondendo a 16,6% (1/6) dos isolados, respectivamente
(Gréfico 05).

Braga et al. (2005) analisaram a microbiota de 12 caes saudaveis e 17 com doenga
periodontal e isolaram 236 espécies bacterianas aerdbias. Os autores relataram o isolamento
de S. intermedius em 1,7% dos isolados, ECN em 12,3% e as espécies isoladas foram: S.
xylosus, S. saprophyticus, S. epidermidis, S. homini ¢ S. saccharolyticus. Corynebacterium
spp. correspondeu a 5,5% e Streptococcus B-hemoliticos a 2,5% dos isolados. Os autores
isolaram diversos bastonetes Gram-negativos em 27,7% dos isolados e espécies identificadas
foram E. coli, Klebsiella spp. e Proteus spp..

No presente estudo, Listeria spp. foi isolada de um animal que apresentou lesdes
periodontais e abscessos gengivais e que também apresentou um quadro crénico de
pneumonia com secre¢do nasal mucopurulenta, alteracdo dos movimentos respiratdrios e
presenca de liquido na cavidade pleural. Esse patogeno pode ter causado uma infecgdo
oportunista facilitada pelo desequilibrio da microbiota oral e a contaminagdo pode ter sido
associada a condig@o higiénico-sanitaria de local de alojamento dos cades. Segundo Hirsh e
Zee (2003) Listeria spp. esta envolvida em processos necrotizantes, abortos, septicemias ¢
formacao de microabscessos.

Gréfico 06. Perfil da distribuicdo dos grupos bacterianos isolados a partir de 12 casos de
doenga periodontal.
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4.1.7 Identificacdo das amostras de infec¢Ges da conjuntiva ocular

Foram obtidos oito isolados bacterianos a partir de 13 espécimes de caes com
alteragdes patologicas da conjuntiva ocular. Dentre esses, 50% (4/8) dos isolados
corresponderam a ECP, 25% (2/8) dos isolados corresponderam a bastonetes Gram-
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positivos, e 12,5% (1/8) foram enterobactérias e Pseudomonas aeruginosa, respectivamente
(Grafico 07).

As espécies de Staphylococcus foram representadas por S. intermedius (2/8) ¢ S.
aureus subsp. aureus (2/8). Dentre as enterobactérias, foi obtido um isolado identificado
como Serratia liquefaciens e dentre os bastonetes Gram-positivos, dois isolados
corresponderam a Listeria spp.. Andrade et al. (2002) investigaram a microbiota conjuntival
de 46 caes sadios durante diferentes estagdes climaticas. No verdo os autores reportaram o
isolamento de S. aureus em 95% dos isolados (n=19) e no inverno foi reportado o
isolamento de S. aureus em todos os isolados (n=20), S. intermedius e S. epidermidis em
10% dos isolados (n=2), Bacillus spp., Enterobacter spp., Proteus spp. em 5% dos isolados
(n=1). Os autores apontaram para o potencial patogénico dessas espécies bacterianas diante
da perda da integridade da mucosa, e para fato de que o uso prolongado de antimicrobianos
topicos pode destruir a microbiota saprofita e proporcionar o crescimento excessivo de
bactérias patogénicas.

O presente estudo isolou Listeria spp. em amostras de cdes com uveite traumatica
que foram agredidos por um cdo com a cavidade oral também contaminada por esse agente.

Gréfico 07. Perfil da distribuigdo dos grupos bacterianos isolados a partir de oito casos de
infecgdes da conjuntiva ocular.
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4.2 Perfil de Suscetibilidade dos Isolados aos Antibidticos de Elei¢éo

A resisténcia antimicrobiana ¢ um problema complexo que envolve inimeras
espécies bacterianas, mecanismos de desenvolvimento e transferéncia de resisténcia, assim
como diferentes reservatorios. Bactérias resistentes selecionadas através da administragao de
antimicrobianos nos animais podem alcangar hospedeiros humanos e trocar seus genes de
resisténcia com outras bactérias da microbiota humana, ou vice-versa (DAVISON, 1999).
Além disso, o uso indiscriminado de agentes antimicrobianos para tratamento tanto de
infeccoes em animais quanto de uso humano contribui ainda mais com esse quadro
(NORMAND et al., 2000).
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O habito de prescrever terapia antimicrobiana sem prévia identificacao do agente tem
contribuido significativamente para a disseminagdo das cepas resistentes. Aarestrup, (2001)
em trabalho desenvolvido na Dinamarca concluiram que ¢ possivel reduzir a ocorréncia de
resisténcia antimicrobiana quando a pressdo seletiva, no caso o uso indiscriminado de
antibioticos, é removida.

O presente trabalho avaliou o perfil de suscetibilidade através do tamanho, em
milimetros, da area de inibicdo dos antibidticos. Os isolados provenientes de infecgdes da
cavidade oral, mucosa ocular e trato respiratorio inferior foram excluidos dessa analise por
apresentarem uma amostragem baixa (n<10).

4.2.1 Perfil de suscetibilidade dos isolados de otite externa canina aos antimicrobianos
de eleicdo

Alteragdes patologicas do conduto auditivo externo sdo comumente encontradas em
caes, ¢ casos de doenca recidivante permanecem como fatores limitantes aos avangos
terapéuticos na conduta clinica veterindria. Diante destes fatos, a identificacdo dos
microrganismos envolvidos nesta doenca e a determinagdao dos respectivos perfis de
suscetibilidade a antimicrobianos sdo de importante relevancia no sucesso do tratamento
clinico (Tabela 01). Nos antibiogramas dos 23 isolados de Staphylococcus spp. foi
observado um baixo percentual de resisténcia a gentamicina, cloranfenicol e
ampicilina+sulbactam, que correspondeu a 4,3% (1/23) dos isolados, respectivamente € um
percentual de 8,7% (2/23) de resisténcia a cefalotina e cefotaxina (Grafico 08).

Tabela 02. Perfil de resisténcia dos isolados obtidos a partir de otite externa canina.

Antimicrobianos avaliados (n° de isolados resistentes)

CTX OXA VAN PEN ASB GEN AMP ENO CFL NEO CLO AMX AZ]

S. intermedius (n=13) 1 5 3 11 0 0 10 2 1 5 1 6 5
S. aureus aureus (n=4) 0 2 1 3 0 0 3 2 0 2 0 2 2
S. schleiferi (n=2) 0 0 1 1 0 0 2 1 0 1 0 1 1
S. xylosus (n=4) 1 4 2 3 1 1 3 1 1 1 0 2 2
% de Resisténcia* 87 478 304 783 43 43 783 261 87 391 43 478 435
Micrococcus (n=7) 0 1 0 3 0 0 1 2 0 1 0 2 0

% de Resisténcia** 00 143 00 429 00 00 143 286 00 143 00 286 00

P. aeruginosa (n=7) 3 7 4 7 1 0 7 1 4 3 2 6 3
E. coli (n=3) 0 3 3 2 0 0 3 1 0 3 2 3 0
P. mirabilis (n=3) 0 3 33 0 0 3 1 1 0 0 2 1
S. marcescens (n=3) 0 3 2 3 0 0 2 2 0 2 0 1 3

% de Resisténcia*** 18,8 1000 750 938 63 00 938 313 313 50,0 250 750 438
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* Percentual de resisténcia em Staphylococcus spp., ** Percentual de resisténcia em
Micrococcus spp., *** Percentual de resisténcia dos bastonetes Gram-negativos.

O percentual de resisténcia a vancomicina foi 30,4% (7/23). Em trabalhos anteriores,
a vancomicina apresentou eficiéncia em torno de 100% frente aos isolados de
Staphylococcus spp. obtidos de animais com otite externa (SHUHAIBAR et al, 1992;
TAHNKIWALE et al., 2002; OLIVEIRA et al., 2006). Acredita-se que o aumento dessa
resisténcia ao passar dos anos estd associado a constante exposicdo a vancomicina e
sucessiva pressao seletiva ocasionando na transferéncia do gene de resisténcia entre as cepas
(DOMARACKI et al., 1998; SIERADZKI ; TOMAZ, 1997).

Gréfico 08. Percentuais de resisténcia dos 23 isolados de Staphylococcus spp. frente aos
antimicrobianos testados.
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Foi detectado um percentual de 42,9% (3/7) de resisténcia a penicilina por
Micrococcus spp., corroborando com trabalhos que avaliaram a resisténcia em amostras
humanas, apontando para o fato de que ¢é possivel ocorrer a resisténcia aos [-lactimicos
(Grafico 09). No passado, acreditava-se nao ser importante o estudo do indice de resisténcia
neste género, considerando-o insignificante quando comparado ao encontrado para os
estafilococos coagulase-positivos e coagulase-negativos (KIM et al., 1990; ADANG et al.,
1992). No entanto, estudos atuais relatam o aumento significativo de infec¢des causadas por
espécies de Micrococcus. Oudiz et al. (2004) identificaram 14 isolados de M. luteus em 192
pacientes com infeccdo pulmonar arterial associada a cateter intravenoso. Embora, a
importancia epidemiologica dessa espécie como doadora de genes de resisténcia também
permaneca pouco elucidada, trabalhos recentes relatam o envolvimento de M. luteus na
veiculagdo de plasmideos de resisténcia em humanos (LIEBL et al., 2002).
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Gréfico 09. Percentuais de resisténcia dos sete isolados de Micrococcus spp. frente aos
antimicrobianos testados.
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Os setes isolados de Pseudomonas aeruginosa ndo apresentaram resisténcia a
gentamicina, e percentuais de 14,3% (1/7) a enrofloxacina e a associagdo
ampicilina+sulbactam, respectivamente. Para cefalotina e vancomicina, foram obtidos
percentuais de resisténcia em 57,1% (4/7) dos isolados e para cefotaxima, neomicina e
cloranfenicol 42,8% (3/7) dos isolados foram resistentes. Em relagdo aos [-lactdmicos,
valores expressivos de resisténcia (100%) foram observados para oxacilina, ampicilina e
penicilina G. Esses resultados corroboram com Barrasa et al. (2000) que avaliaram 18
isolados de P. aeruginosa de 425 caes com otite externa cronica e detectaram um percentual
de resisténcia de 16,7% para gentamicina, 27,7% para enrofloxacina e 38,9% para
cefotaxima. Um outro estudo que investigou o perfil de suscetibilidade de P. aeruginosa em
caes otopatas relatou percentuais diferentes dos observados no presente estudo. O percentual
de resisténcia expresso em relacdo a enrofloxacina foi de 26,7%, a gentamicina foi de
46,7%, porém também foram detectados percentuais de resisténcia aos P-lactimicos em
torno de 90% (OLIVEIRA et al., 2005).

Em relagdo as enterobactérias, todos os isolados de P. mirabilis, E. coli e S.
marcencens foram sensiveis a gentamicina, cefotaxima e ampicilina+sulbactam. Todos os
isolados de P. mirabilis foram totalmente sensiveis a neomicina, cefoxitina, gentamicina,
ampicilinat+sulbactam e cloranfenicol. Novamente foi detectado elevado percentual de
resisténcia aos B-lactamicos: oxacilina, penicilina G, ampicilina e amoxicilina (Gréfico 10).
Os resultados corroboram com Hariharan et al. (2006) que realizaram um estudo
retrospectivo durante um periodo de cinco anos e avaliaram o perfil de suscetibilidade de
178 isolados de E. coli provenientes de cdes otite externa canina. Esses autores detectaram
um baixo percentual de resisténcia a enrofloxacina (2%) e cloranfenicol (3%), percentual de
21% de resisténcia a ampicilina e 99% a penicilina. No mesmo estudo também foram
avaliados os perfis de suscetibilidade de isolados de Proteus spp. e foi detectado baixo
percentual de resisténcia a enrofloxacina (2%), ampicilina (14%) e cloranfenicol (15%), e
um percentual mais elevado (36%) para penicilina. Colombini et al. (2000) avaliaram o
perfil de suscetibilidade de 18 isolados de Proteus spp. a partir de 235 espécimes de otite
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média canina e detectaram um baixo percentual de resisténcia a ampicilina (6%),
cloranfenicol (17%) e gentamicina (17%) e um percentual expressivo de resisténcia a
penicilina (39%). Os autores também relataram que os 18 isolados foram totalmente
sensiveis a enrofloxacina e totalmente resistente a oxacilina.

A azitromicina apresentou um percentual de resisténcia de 43,5% (10/23) dos
isolados de Staphylococcus spp. e 43,8% (7/16) dos bastonete Gram-negativos. Esse farmaco
tem sido amplamente utilizado no tratamento da otite externa aguda e cronica e os
percentuais de resisténcia observados podem estar associados ao seu uso indiscriminado. Os
dados a respeito do perfil de atividade desse antimicrobiano frente a isolados provenientes
de animais sdo escassos, sendo a maioria destes provenientes de avaliagdes realizadas a
partir de isolados humanos. Dune et al. (2003) avaliaram 67 isolados de cocos Gram-
positivos obtidos de casos de otite aguda em criangas e relataram que a azitromicina foi
eficiente no tratamento desta infecgao.

Gréfico 10. Percentuais de resisténcia dos 16 isolados de Bastonetes Gram-negativos frente
aos antimicrobianos testados.
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4.2.2 Perfil de suscetibilidade dos isolados de infec¢des da pele aos antimicrobianos de
eleicao

Os 21 isolados de Staphylococcus spp. provenientes de infecgdes da pele de caes
foram totalmente sensiveis a associagdo ampicilinat+sulbactam e ceftriaxona, 4,8% (1/21)
dos isolados apresentaram um baixo percentual de resisténcia a cefalexina, 9,5% (2/21)
foram resistentes a cloranfenicol e vancomicina e 14,3% (3/21) destes foram resistentes a
ciprofloxacina. Os demais farmacos avaliados apresentaram percentuais de resisténcia de
19,0% (4/21) para oxacilina e enrofloxacina, respectivamente, 23,8% (5/21) para
clindamicina, e percentuais de resisténcia de 81,0% (17/21) a ampicilina, 85,7% (18/21) a
penicilina G e 90,5% (19/21) a eritromicina (Tabela 02) (Grafico 11).

Medeleau et al. (1986) analisaram o perfil de suscetibilidade de 215 isolados de
Staphylococcus obtidos de 210 espécimes de pioderma canino ¢ detectaram sensibilidade
dos isolados frente a cefalexina e oxacilina e resisténcia significativa a ampicilina, penicilina
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G e tetraciclinas. Os autores também apontaram para o aumento da resisténcia a
cloranfenicol, clindamicina e eritromicina. O uso indiscriminado da ampicilina no
tratamento das infec¢des estafilococicas pode ter limitado o espectro de acdo desse
antimicrobiano. Em 1978, Wierup ao avaliar 35 isolados de Staphylococcus spp. observou
um percentual de resisténcia a ampicilina em 16,2%. Atualmente, inimeros trabalhos vém
relatando a disseminagdo de cepas resistentes a f—lactdmicos, nas quais a producdo de f-
lactamases e modificacdo das PBPs s3o os mais importantes mecanismos de resisténcia
relacionados (AARESTRUP, 2001).

Tabela 03. Perfil de resisténcia dos isolados obtidos de infecgdes da pele.

Antimicrobianos avaliados (n° de isolados resistentes)

CFX OXA VAN PEN ASB AMP CIP ENO CEF CLO ERI CLI AZI

S. intermedius (n=11) 0 2 2 9 0 8 1 2 0 0 10 2 5
S. aureus aureus (n=4) 1 1 0 3 0 3 0 1 0 0 3 1 2
S.schleiferi (n=2) 0 0 0 2 0 2 2 0 0 0 2 1 2
S.hominis (n=2) 0 0 0 20 2 0 0 0 1 2 1 2
S. xylosus (n=2) 0 1 o 2 0 2 0 1 0 1 2 0 0
% de Resisténcia* 48 190 95 857 00 810 143 190 0,0 95 905 238 524
E. coli (n=2) 0 2 2 2 1 2 1 1 2 1 2 2 2
Proteus spp. (n=3) 2 3 3 3 1 3 0 1 1 1 3 3 3

Y. enterocolitica (n=2) 1 2 2 2 0 2 0 0 1 1 2 2 2
S. marcescens (n=3) 3 2 2 3 0 3 1 1 2 1 3 3 3
C. freundii (n=1) 1 1 1 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1
P. aeruginosa (n=1) 1 1 1 1 0 1 0 1 1 0 1 1 1

% de Resisténcia** 66,7 91,7 91,7 91,7 16,7 91,7 16,7 333 583 333 1000 100,0 100,0

* Percentual de resisténcia em Staphylococcus spp., ** Percentual de resisténcia dos
bastonetes Gram-negativos.

Pellerin et al. (1998) avaliaram o perfil de suscetibilidade de 131 isolados de S.
intermedius obtidos a partir de amostras de pele de cdes sadios ¢ com pioderma e relataram
que 95% (124/131) dos isolados foram suscetiveis a oxacilina, cefalexina, amoxicilina mais
acido clavulanico, gentamicina, enrofloxacina e marbofloxacina. Da mesma forma, Seol
(2005) avaliou o perfil de suscetibilidade de 50 isolados de S. intermedius a partir de amostras de
pioderma e otite externa canina e relatou 2% de resisténcia as fluoroquinolonas, ciprofloxacina,
enrofloxacina e marbofloxacina. Staphylococcus spp. sdo comumente isolados a partir da pele
de cdes sadios ou com alteracdes patologicas e exibem um padrido de resisténcia
antimicrobiana muito variado,  geralmente associado a mecanismos genéticos de
transferéncia, como plasmideos. O aumento da freqiiéncia de resisténcia sugere que a
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prescrigdo empirica de antimicrobianos pode contribuir com o aumento da prevaléncia de
cepas resistentes e multirresistentes.

Os 12 isolados de bastonetes Gram-negativos apresentaram percentual de resisténcia
de 16,7% (2/12) a ampicilina+sulbactam e ciprofloxacina, respectivamente e 33,3% (4/12)
de resisténcia a enrofloxacina e cloranfenicol. O percentual de resisténcia a ceftriaxona foi
de 66,7% (8/12) e para oxacilina, vancomicina, penicilina G, ampicilina foi de 91,7%
(11/12), respectivamente e todos os isolados foram resistentes a eritromicina e clindamicina
(12/12). Um estudo retrospectivo realizado durante cinco anos em Hospitais Veterinarios da
Suécia avaliou o perfil de suscetibilidade dos bastonetes Gram-negativos e detectou baixo
percentual de resisténcia a associacdo ampicilina+sulbactam e uma resisténcia significativa
ao macrolideo, eritromicina (HOLM et al., 2002).

A azitromicina apresentou um percentual de resisténcia de 52,4% (11/21) frente aos
isolados de Staphylococcus spp. e 100% (12/12) de resisténcia as espécies de bastonetes
Gram-negativos isolados, conforme previamente relatado na literatura. Esses resultados
apontam para o fato de que o desenvolvimento de resisténcia em isolados animais pode estar
ocorrendo através de mecanismos de transferéncia de genes interespecificos e
intraespecificos, possivelmente pelo uso corrente deste farmaco na medicina humana,
tornando-se indispensdvel a realizacdo de testes de suscetibilidade antes de sua indicagdo
como op¢ao terapéutica veterindria.

Gréfico 11. Percentuais de resisténcia dos isolados provenientes de infecgdes da pele.
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4.2.3 Perfil de suscetibilidade dos isolados de infeccbes do trato urinario aos
antimicrobianos de elei¢éo

Foram obtidos apenas trés isolados de Staphylococcus spp. das amostras de caes com
doenca urindria. Todos estes foram sensiveis a ceftriaxona, ampicilina+sulbactam,
norfloxacina, enrofloxacina, gentamicina, azitromicina e nitrofurantoina e foram totalmente
resistentes a penicilina G, oxacilina e ampicilina. Dos 17 isolados de bastonete gram-
negativos, todos foram sensiveis a gentamicina € os menores percentuais de resisténcia
apresentados foram: 25,3% (4/17) para ampicilinatsulbactam e azitromicina,
respectivamente, 35,3% (6/17) para nitrofurantoina, ciprofloxacina, norfloxacina e
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enrofloxacina, respectivamente e 41,2% (7/17) para ceftriaxona. Todos os isolados foram
resistentes a oxacilina, penicilina G, vancomicina, ¢ ampicilina, e 88,2% (15/17) foram
resistentes a amoxicilina (Tabela 03) (Grafico 12).

Cetin et al. (2003) examinaram amostras de urina de 100 cdes com infec¢do do trato
urindrio e seus resultados assemelharam-se aos apresentados. O autor relatou 20% de
resisténcia a gentamicina, ampicilinat+sulbactam e nitrofurantoina, respectivamente e 40%
de resiténcia a enrofloxacina em cinco isolados de Staphylococcus spp. Para os 25 isolados
de bastonetes Gram-negativos estudados, foram relatados percentuais inferiores aos do
presente estudo: 8% a gentamicina, 20% a ampicilina+sulbactam, 24% a enrofloxacina e
36% a nitrofurantoina. Mitra et al. (1994) avaliaram comparativamente o perfil de
sensibilidade de 40 isolados bacterianos de infec¢do urindria canina e reportaram que 0s
antimicrobianos mais eficientes foram norfloxacina, gentamicina, nitrofurantoina e
ampicilina.

Os resultados indicam que o perfil de sensibilidade a antimicrobianos das bactérias
isoladas de cdes com infecgdes urindrias € variavel, e que a azitromicina apresentou boa
eficiéncia frente aos isolados avaliados, apontando para o fato que os agentes
antimicrobianos devem ser selecionados com base na cultura bacterioldgica e testes de
suscetibilidade.

Tabela 04. Perfil de resisténcia dos isolados obtidos a partir de infec¢des do trato urinario.

Antimicrobianos avaliados (n° de isolados resistentes)

CEF OXA VAN PEN ASB GEN AMP ENO CIP NOR NIT AMX AZ|

S. intermedius (n=3) 0 3 1 3 0 0 3 3 0 0 0 2 0
% de Resisténcia* 00 1000 333 1000 0,0 0,0 1000 100,0 0,0 0,0 0,0 66,7 0,0
E. coli (n=6) 0 6 6 6 0 0 6 3 3 4 1 6 1
Proteus mirabilis (n=4) 3 4 4 4 2 0 4 1 0 0 3 4 1
C. freundii (n=3) 1 3 3 3 0 0 3 0 2 1 1 3 1
Salmonella spp. (n=1) 1 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0
S. marcescens (n=1) 1 1 1 1 1 0 1 0 0 0 1 1 0
Y. enterocolitica (n=2) 1 2 2 2 1 0 2 1 0 1 0 1 1
% de Resisténcia** 41,2 100 100 100 235 0 100 353 353 353 353 882 235
Corynebacterium.(n=1) 0 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0
Listeria spp. (n=1) 0 1 1 1 0 0 1 1 1 0 0 0 0
% de Resisténcia*** 0 100 50 50 0 0 100 100 50 0 0 0 0

* Percentual de resisténcia em Staphylococcus spp., ** Percentual de resisténcia dos
bastonetes Gram-negativos, *** Percentual de resisténcia dos bastonetes Gram-positivos.
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Gréfico 12. Percentuais de resisténcia dos 22 isolados provenientes de infec¢des do trato
urindrio frente aos antimicrobianos testados.
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4.3 Avaliacdo do Perfil de Suscetibilidade a Azitromicina

4.3.1 Ensaios de Difusdo em Disco

Primeiramente foi realizado o teste de difusdo em disco para a avaliacdo do perfil de
suscetibilidade dos isolados frente & azitromicina. Essa técnica ¢ aplicada rotineiramente em
laboratérios de microbiologia para analises de suscetibilidade devido ao seu baixo custo,
facil e rapida execucdo, além de apresentar resultados confidveis. A literatura relata que
diversos autores utilizaram essa metodologia como avaliacdo preliminar do perfil de
atividade da azitromicina (PETERS et al., 1992; BLONDEAU, 2002; HANSEN et al.,
2002). Retsema (1999) utilizaram a técnica de difusdo em disco como triagem para detectar
isolados resistentes a azitromicina e avaliar o desenvolvimento de resisténcia a diferentes
macrolideos, dentre estes a azitromicina. A sensibilidade ¢ avaliada segundo o didmetro da
zona de inibi¢do do crescimento bacteriano. De acordo com o padrio estabelecido por CLSI
(2005), os halos de inibicdo da azitromicina correspondem a didmetros < 13 mm para
isolados resistentes, >18 mm para sensiveis e o intervalo de 14-17 mm para isolados com
grau de inibi¢do intermedidrio (Figura 03). Esses dados resultaram de estudos realizados a
partir de amostras humanas, desse modo, houve a necessidade da avaliagdo da
suscetibilidade a azitromicina em isolados animais a fim de se obter um resultado coerente e
que reflita valores reais para padronizag¢ao dos limites interpretativos.

Nos resultados da técnica de difusdo em disco foi possivel detectar que, de um total
de 107 isolados, 48,6% (52/107) foram resistentes a azitromicina. O percentual de
resisténcia em S. intermedius correspondeu a 40% (12/30), em S. aureus foi de 55,6%
(10/18), em ECN 50% (6/12) e para bastonetes Gram-negativos foi de 55,3% (27/50).
Limitando a avaliagdo do perfil de suscetibilidade dos isolados provenientes dos diferentes
processos infecciosos ao ensaio de difusdo em disco, seria possivel concluir que a
azitromicina apresentou melhor percentual de atividade em relagdo a Staphylococcus spp.
provenientes de casos de otite externa canina e para bastonetes Gram-negativos isolados de
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casos de doenca do trato urinario (Graficos 10 e 12). Uma vez que este ensaio representa
uma avalia¢do preliminar que, no entanto ¢ de uso rotineiro no diagnostico clinico, ensaios
mais detalhados foram realizados no intuito de validar estes resultados.

Figura 03. Teste de Difusdo em Disco. (R) Isolado bacteriano resistente a azitromicina, (S)
isolado bacteriano sensivel 4 azitromicina.

4.3.2 Ensaios de Microdiluicdo em Caldo

O teste de microdilui¢do em caldo ¢ considerado um padrdo ouro para deteccio
fenotipica da resisténcia, sendo a metodologia mais utilizada em investigagdes que avaliaram
a atividade in vitro e perfil de resisténcia de isolados bacterianos frente a azitromicina. O
CLSI (2005) preconiza a utilizagdo desse teste para predicdo de resisténcia e estabeleceu
limites de CIM >8ug/mL de azitromicina para inibicdo do crescimento de alguns
microrganismos, entre estes, Staphylococcus spp. Esses limites interpretativos sdo
preconizados como padrdo de escolha do antimicrobiano ideal para o tratamento de
infeccdes humanas, assim os isolados provenientes de animais também foram submetidos a
essa técnica e os limites interpretativos tomados de acordo com o padrao do CLSI (2005)
(Figura 04).

Dessa maneira, no presente estudo, um total de 53,3% (16/30) dos isolados de S.
intermedius, 50% (9/18) de S. aureus, 66,7% (8/12) de ECN e 90% dos bastonetes Gram-
negativos apresentaram valores de CIM superiores ou iguais ao limite de resisténcia
padronizado.

Em relagdo aos isolados de estafilococos avaliados, os percentuais de resisténcia
obtidos foram superiores aos encontrados na literatura, e contradizem a idéia de elevada
eficacia da azitromicina frente a este género bacteriano (MASKELL et al., 1990; SLANEY
et al., 1990; NEU, 1991; RETSEMA, 1999). A maioria dos estudos, por avaliar isolados
humanos, considera S. aureus como patégeno modelo para a determinacdo da CIM e ndo
avalia o perfil de atividade dessa droga em relacao a outras espécies desse género. No
presente estudo, S. aureus esteve presente em apenas 30% dos isolados, sendo S. intermedius
a espécie que prevaleceu em 50% dos isolados e as espécies de ECN em 20%, ressaltando a
importancia de outras espécies de Staphylococcus spp. na etiologia de infecgdes de animais
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de companhia e para a determinagdo do perfil de atividade antimicrobiana diferenciado entre
as espécies.

O expressivo percentual de resisténcia observados nos bastonetes Gram-negativos
pode estar diretamente relacionado a baixa eficacia do antibidtico frente a microrganismos
reconhecidamente resistentes, como Pseudomonas spp., P. mirabilis, S. marcencens, C.
freundii e Enterobacter spp., que no presente estudo, corresponderam as espécies mais
prevalentes (NEU, 1991; RETSEMA, 1999).

)
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Figura 04. Teste de Microdilui¢ao em Caldo. (R) Resistente, (S) Sensivel.

4.3.3 Ensaios de Diluicdo em Agar

Outra metodologia aplicada para a determinagdo in vitro do perfil de atividade da
azitromicina foi a técnica da dilui¢do em agar. Enquanto o teste de diluicdo em caldo utiliza
diversos tubos contendo dilui¢des diferentes para analise de apenas um isolado, neste teste
o antimicrobiano ¢ incorporado ao agar em diferentes concentragdes, sendo possivel a
analise de até 30 isolados em apenas uma placa de Petri (NCCLS/CLSI, 2003) (Figura 05).
Portanto, tal técnica representa uma alternativa pratica e de baixo custo para a avaliacdo do
perfil de suscetibilidade antimicrobiana, desde que seus resultados permitam uma boa
correlacdo com a técnica da dilui¢do em caldo, ja citada como padrdo neste tipo de analise.
Maskel et al. (1990) também utilizaram este procedimento para avalia¢do da atividade in
vitro da azitromicina e eritromicina contra cocos Gram-positivos, Haemophilus influenzae e
anaerdbios. Terasawa (2006) também, utilizou a técnica de diluigdo em agar para
determinar o perfil de resisténcia de isolados de ECN frente diversos antimicrobianos,
incluindo antimicrobianos da classe dos macrolideos.

Os mesmos valores da CIM para a técnica de microdiluicdo em caldo foram
utilizados como pardmetro para avaliagdo do percentual de isolados resistentes. Os
resultados obtidos apresentaram percentuais de resisténcia expressivos em relagdo a outra
técnica utilizada. Dos isolados de S. aureus 88,9% (16/18) foram resistentes, para S.
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intermedius e ECN foi detectado um percentual de resisténcia de 83,3% (25/30) e 75%
(9/12), respectivamente. O percentual de resisténcia dos bastonetes Gram-negativos
permaneceu inalterado, em relacdo ao teste de microdiluicdo em caldo.

ez

Figura 05. Teste de dilui¢do Agar. CP: Controle positivo, R: Resistente.

4.3.4 Anélise Comparativa dos Testes de Suscetibilidade

Os resultados de determinagdo da resisténcia a azitromicina, obtidos através das trés
técnicas, foram submetidos uma analise estatistica multivariada (correlagdo candnica) para
estabelecer a correspondéncia entre estes de forma a determinar quais isolados foram
realmente resistentes (HAIR et al., 2005). Os isolados que apresentaram scores de
correspondéncia acima de 0,5 s3o considerados potencialmente resistentes, dessa maneira
45% dos isolados de Staphylococcus spp. e 65,4% dos bastonetes Gram-negativos, podem
ser considerados verdadeiramente resistentes e apresentaram grau de correspondéncia de
86,6% e 91,3%, respectivamente (Anexo 04). Dessa forma, comparando os resultados da
analise de correspondéncia com os percentuais de resisténcia em Staphylococcus spp.
detectados pelos diferentes testes, observa-se que tanto a difusdo em disco quanto a
microdilui¢do em caldo (48,6% e 50% de isolados resistentes, respectivamente) foram os
testes que mais se aproximaram do percentual real de isolados resistentes. Em relagdo os
bastonetes Gram-negativos, 65,4% dos isolados apresentaram grau de correspondéncia de
91,3%. Apos a comparacgdo dos resultados da analise de correspondéncia com os percentuais
de resisténcia em bastonetes gram-negativos detectados pelos diferentes testes, observa-se
também, que tanto a difusdo em disco quanto a microdilui¢do em caldo (55,3% e 72,7% de
isolados resistentes, respectivamente) foram os testes que mais se aproximaram do
percentual real de isolados resistentes.
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4.3.5 Determinacédo da CIM para azitromicina

Diversos estudos avaliaram a CIMsy/o9p em isolados obtidos a partir de processos
infecciosos humanos, porém existe uma auséncia de dados em relacao a isolados obtidos de
animais. Essa questdo merece maior atengdo uma vez que a azitromicina ¢ uma alternativa
terapéutica e para tanto requer dados confidveis que justifiquem sua aplicagdo de forma a
evitar a emergéncia de resisténcia em animais de companhia. O presente estudo utilizou um
modelo estatistico de regressao logistica para determinar a CIM dos isolados bacterianos
submetidos a concentragdes crescentes de azitromicina. Dessa maneira, os valores de
resisténcia obtidos pelas técnicas de microdiluicdo em caldo e diluigdo em &dgar foram
utilizados como variaveis para determinar o coeficiente de regressdo seguindo um modelo
dose-resposta (concentragdo de azitromicina X inibi¢ao bacteriana).

A determinacdo da CIMs, para azitromicina obtida a partir da técnica de
microdilui¢do em caldo para os isolados de S. aureus apresentou valores de 4,0 ug/mL, para
S. intermedius foi de 1,0 ug/mL e para ECN valores superiores a 512 pg/mL. A CIMy
apresentou valores de 8,0 pg/mL para S. aureus e valores maiores que 512 pg/mL para S.
intermedius ¢ ECN, respectivamente (Anexo 02). O perfil de atividade da azitromicina foi
diferenciado entre as espécies de Staphylococcus spp. (Grafico 13), no caso de S. aureus um
pequeno aumento da concentragdo do antibidtico foi capaz de aumentar significativamente a
atividade inibitéria da azitromicina (taxa de morte). Em relagdo a S. intermedius a taxa de
morte bacteriana aumentou proporcionalmente com o aumento da concentragdo de
azitromicina e¢ para ECN valores inibitorios significativos s6 foram detectados em
concentragoes muito altas desse farmaco. De acordo com os resultados da avaliagdo in vitro
pode-se afirmar que a azitromicina atua eficazmente contra S. aureus e S. intermedius,
porém em ECN o mesmo resultado s6 ¢ alcancado em concentragdes maiores que
512pg/mL. A diferenca entre os valores da CIM entre isolados humanos e animais aponta
para o fato de que o perfil de atividade dessa droga varia entre espécies bacterianas e seus
hospedeiros, destacando a importancia da prévia identificagdo do agente etioldgico, na
prevencdo das falhas de tratamento e desenvolvimento da resisténcia. Outra consideragdo
importante pode ser observada em relacao aos valores da CIM entre as diferentes espécies de
Staphylococcus spp., visto que muitas indicagdes terapéuticas consideram S. aureus como
agente etioldgico das infec¢des e adotam valores de CIM correspondentes aos dessa espécie.

Em relagdo aos bastonetes Gram-negativos os resultados da CIMsy/o9 detectados pela
técnica de microdiluicdo em caldo foram de 256ug/mL e >512ug/mL (Grafico 13).
Comportamento semelhante aos dos ECN, onde concentragdes muito altas foram necessarias
para uma atividade inibitéria satisfatoria. No entanto, os altos valores observados sao
esperados devido a prevaléncia de enterobactérias ¢ Pseudomonas spp. reconhecidamente
resistentes a azitromicina.
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Grafico 13. Perfil de atividade da azitromicina segundo resultados obtidos no teste de
microdilui¢do em caldo.
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Modelo dose-resposta (concentracdo de azitromicina x inibi¢do bacteriana) dos isolados, (a)
S. aureus, (b) S. intermedius, (c) ECN, (d) bastonetes Gram-negativos, avaliados através do
teste de microdilui¢do em caldo.

A CIMsp/op também foi avaliada através da técnica de diluigdo em agar e os
resultados obtidos foram: 16pug/mL e 64pg/mL para S. aureus, 16pug/mL e 32pg/mL para S.
intermedius, 32pg/mL e 128ug/mL ECN. O perfil inibitério da azitromicina manteve-se
semelhante ao observado na técnica de microdiluicdo em caldo, porém no caso de S.
intermedius pode-se observar que a partir de uma determinada concentragdo de azitromicina
a taxa de inibicdo permanece constante (Grafico 14). Para os bastonetes Gram-negativos a
CIMsg/9 foi de 256pug/mL e >512ug/mL, e o perfil de inibigdo so atinge niveis significativos
em altas concentragdes de azitromicina (Grafico 14).
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Grafico 14. Perfil de atividade da azitromicina segundo resultados obtidos no teste de
diluicdo em agar.
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S. aureus, (b) S. intermedius, (c) ECN, (d) bastonetes Gram-negativos, avaliados através do
teste de diluicdo em agar.

4.4 Resisténcia cruzada a azitromicina em isolados de Staphylococcus spp. oxacilina-
resistentes

Estudos relatam a possibilidade de resisténcia cruzada entre oxacilina e azitromicina
em isolados de Staphylococcus spp. (MASKEL et al., 1990; NEU, 1990; PETERS et al.,
1992). Neu (1991) observou que a CIMso/gg calculada de azitromicina para isolados de S.
aureus suscetiveis a oxacilina foi de 0,5 e 1,0 pug/mL, porém os valores aumentaram
consideravelmente em relagdo aos isolados de S. aureus resistentes (CIMsg99 >128 pg/mL).

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

Dunkin et al. (1988) avaliou a CIMy, para azitromicina em seis cepas de
Staphylococcus aureus nao-produtoras de beta-lactamase e 44 cepas produtoras, e reportou
um CIMy de 2pg/mL para as cepas ndo-produtoras e §ug/mL para as produtoras de beta-
lactamase. Os autores também avaliaram isolados de Staphylococcus spp. coagulase-
negativos e reportaram CIMgy de 1pug/mL e 8ug/mL para os isolados nao-produtores e
produtores de beta-lactamase, respectivamente. Além disso, os autores também apontaram
para o fato de que os isolados de Staphylococcus spp. coagulase positivos e negativos
resistentes a azitromicina também expressavam resisténcia a penicilina e eritromicina. Desde
entdo, diversas pesquisas foram direcionadas a identificar o mecanismo envolvido nos casos
de resisténcia a macrolideos. Yamaguchi et al. (2005) tentaram tragar uma correlacio entre a
resisténcia antimicrobiana e caracteristicas genéticas em isolados de Streptoccocus
pneumoniae resistentes a B-lactimicos e macrolideos, incluindo a azitromicina. A correlagdo
avaliada correspondeu a deteccdo de genes que conferem tanto uma producdao anormal de
beta-lactamase (gene pbp) para resisténcia a penicilina quanto a detec¢do de genes que
conferem resisténcia a macrolideos como o gene mefA e ermB. Os isolados resistentes a
azitromicina apresentaram CIMgy >128ug/mL e foram positivos a pelo menos um dos genes
de resisténcia a macrolideos, porém ndo apresentaram correlagdo com a presenca dos genes
para a produgdo de beta-lactamase, apontando para o fato de que a expressao de resisténcia a
azitromicina ocorre de forma heterogénea.

4.5 Avaliacéo fenotipica da resisténcia a Oxacilina e deteccéo do gene mecA

A deteccdo da resisténcia a oxacilina pela utilizagdo de métodos fenotipicos
apresenta problemas devido a expressdo heterogénea do gene mecA, visto que muitos
isolados resistentes a oxacilina em testes fenotipicos podem ndo apresentar esse gene. Por
isso, varias metodologias estdo sendo desenvolvidas e outras modificadas para aumentar a
deteccdo de isolados verdadeiramente resistentes a oxacilina. Diferentes testes de
suscetibilidade a oxacilina foram avaliados quanto a sensibilidade e especificidade em
comparagdo com os resultados obtidos pela técnica de PCR. Os testes fenotipicos utilizados
foram: difusdo em disco simples e modificada 4gar screen, microdilui¢do em caldo e
dilui¢do em agar (Figura 06).

Apos andlise fenotipica, as cepas foram avaliadas quanto a presenca do gene mecA
pela técnica de PCR (Figura 07). De acordo com os resultados dos quatro testes realizados,
21 isolados foram sensiveis e 3 resistentes em todos os testes fenotipicos. Do total de 60
isolados avaliados, nove (15%) foram positivos para a presenga do gene mecA.

O presente estudo determinou o perfil fenotipico e genético da resisténcia a oxacilina
em isolados de Staphylococcus spp., por se tratar de técnicas previamente padronizadas
como linha de pesquisa do Laboratorio de Bacteriologia da UFRRJ, e como proposta de
elucidagdo preliminar frente aos significativos percentuais de resisténcia a oxacilina
detectados de forma avaliar a possivel resisténcia cruzada sugerida pela literatura.

46



(b)

(d)

Figura 06. Testes fenotipicos para a detecgdo de resisténcia a oxacilina. (a) Difusdo
Modificada, (b) Agar Screem, (c¢) Microdilui¢ao em Caldo, (d) Dilui¢do em agar.

1000 pb -

500 pb-

Figura 07. Eletroforese do fragmento do gene mecA (513 pb) de cepas de Staphylococcus
spp. isoladas de animais de companhia, em gel de agarose a 1,5%. (M) marcador de peso
molecular (100 pb), (1) controle negativo, (2) controle positivo, (3) até (11) Staphylococcus
spp. MecA positivos.
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De acordo com os resultados obtidos nas cinco técnicas foi calculado a sensibilidade e
especificidade para determinar a acurdcia dos testes na detec¢do fenotipica da resisténcia a
oxacilina em relagdo a expressao do gene mecA detectada pela técnica de PCR. Esta analise
permite a avaliar quais técnicas sdo realmente capazes de detectar os isolados
verdadeiramente resistentes (sensibilidade) e sensiveis a oxacilina (especificidade).

De acordo com os resultados obtidos, a difusdo em disco simples apresentou
sensibilidade de 78%, ao passo que as outras técnicas apresentaram sensibilidade baixa e
igual a 55% para difusdo em disco modificada, 33% para a técnica do agar screen, 22% para
microdiluicdo em caldo e 44% para a diluigdo em agar. A sensibilidade das técnicas
fenotipicas como método preditivo da presenga do gene mecA ¢ dada pelos isolados que sao
resistentes nos testes fenotipicos e que possuem o gene. Em relagdo a especificidade, a
difusdo em disco simples apresentou valores de 87%, a técnica do agar screen 67%, a
difusdo em disco modificada apresentou especificidade de 72% e a CIM em caldo e em agar,
apresentaram 64%, respectivamente. A especificidade ¢ o poder de distinguir os isolados
sensiveis aos testes fenotipicos e que ndo apresentam o gene mecA (PEREIRA, 1995). De
acordo com os resultados obtidos, a difusdo em disco simples e modificada apresentaram
sensibilidade acima de 50%, sendo a difusdo simples o mais fidedigno na detec¢do da
resisténcia a oxacilina em isolados positivos para o gene mecA.

Kampf et al. (1998), ao avaliarem a sensibilidade de varios métodos de detec¢ao da
suscetibilidade de estafilococos, reportaram que o teste de difusdo em disco simples
apresentou sensibilidade de 98%. Esses resultados sdo controversos em relagdo ao trabalho
realizado por York (1999) que reportou o teste de difusdo em disco como sendo o método
menos confidvel para a deteccdo da resisténcia a oxacilina, embora seja o mais utilizado
pelos laboratdrios de microbiologia clinica por sua facil e rdpida execucdo e pelo baixo
custo.

Sakoulas et al. (2001) afirmaram que espécies estafilococicas mecA positivas
apresentam instabilidade genética e, podem perder o gene resultando em subpopulagdes
sensiveis ao antibidtico. Logo, a diferenca dos resultados de avaliagdo fenotipica da
resisténcia a oxacilina devem ser utilizados como alerta para comunidade cientifica, uma vez
que inimeros fatores de instabilidade das espécies devem ser levados em consideracao antes
de classifica-las como sensiveis ou resistentes ao antibidtico. A técnica de PCR, para a
detec¢do do gene mecA, ¢ considerada o método padrdo ouro para confirmacao de isolados
oxacilina resistentes, porém nao ¢ um método viavel para os laboratorios clinicos de rotina
por apresentar custo mais elevado e necessitar de espaco fisico e equipamentos especiais
(JARLOV, 1997; HORSTKOTTE, 2002).

A expressao fenotipica heterogénea da resisténcia a oxacilina em isolados que nao
apresentam o gene mecA, pode ser explicado pela hiperproducdo de beta-lactamase. A
resisténcia classica a oxacilina esta diretamente relacionada a alteracdoes da PBP2a, onde os
isolados possuem o gene mecA expresso. Além deste mecanismo, a resisténcia a oxacilina
pode estd associada a modificacdo de afinidade a outras “PBPs”, principalmente a PBP3
(BROWN et al., 2001; McKINNEY et al., 2001; PETINAKI et al., 2001). A transferéncia
horizontal deste gene em clones de Staphylococcus spp. resultou na dissemina¢ao mundial
de clones oxacilina resistentes (WIELDERS et al., 2002). Diversos estudos apontam para a
incidéncia de casos infecciosos associados por Staphylococcus spp. mecA positivos
resistentes a oxacilina. Coelho et al. (2007) avaliaram 29 amostras de mastite bovina, 30
amostras de otite canina ¢ 21 amostras isoladas de diferentes sitios de infeccdo em humanos
e detectaram presenga do gene mecA em S. intermedius proveniente de amostras animais ¢
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em S. aureus proveniente de amostras humanas sugerindo uma possivel transferéncia
horizontal de genes entre espécies distintas. Um outro estudo reportou que 6,6% dos
isolados de Staphylococcus spp. provenientes de casos de otite externa canina, foram
resistentes a oxacilina e apresentaram o gene mecA. (COELHO et al., 2005).

Tabela 05. Perfil de suscetibilidade a oxacilina dos isolados de Staphylococcus spp. mecA
positivos.

Isolados Difusdo em Disco Difusdo em Disco Agar Screen CIM (caldo) CIM (4gar)
Simples Modificada
1 S S S S S
2 R R R R S
3 S S S S R
4 S S S S S
5 R R R S S
6 S R R R R
7 S S S S S
8 R R S S R
9 R R S S R

4.6 Avaliacdo da Resisténcia Cruzada a Azitromicina em lIsolados de Staphylococcus
spp. oxacilina-resistentes

Os resultados dos testes de deteccdo de resisténcia a azitromicina e oxacilina
apresentados anteriormente foram comparados como forma de predi¢do para a resisténcia
cruzada. Dessa forma, foi observado que:

e Os nove isolados (15%) resistentes a oxacilina em testes fenotipicos e
positivos para o gene MeCA, foram resistentes a pelo menos um teste
fenotipico de resisténcia a azitromicina (Tabela 03).
e Dos 25 isolados resistentes a azitromicina que apresentaram 86,6% de
correspondéncia nos resultados dos testes fenotipicos de resisténcia, trés
(12%) foram positivos para o gene mecA.
e Dos 25 isolados resistentes a azitromicina, dois foram resistentes em todos os
testes de detec¢ao de resisténcia para oxacilina.
Os resultados apontam para o fato de que a expressao da resisténcia a oxacilina em
isolados de Staphylococcus spp. pode reduzir a eficiéncia da azitromicina quando estes
agentes estdo envolvidos na etiologia de processos infecciosos de animais de companhia.
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Tabela 06. Avaliagdo da resisténcia a azitromicina em isolados de Staphylococcus spp.
mecA positivos.

Testes de Suscetibilidade a Azitromicina

Staphylococcus spp. Difusdo em Disco Microdiluicdo em Diluicdo em Agar
mecA positivos Caldo
1 R S R
2 R S R
3 R R R
4 R R S
5 R R R
6 S R R
7 S S R
8 S R R
9 S S R
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5 CONCLUSAO

- O isolamento e identificacdo bacteriana sao de grande importancia, uma vez que
podem ocorrer falhas de conduta terapéutica quando a escolha do antimicrobiano ¢
direcionada a agentes etiologicos cldssicos de determinados processos infecciosos, como por
exemplo, S. intermedius em piodermas, desconsiderando a diversidade de espécies
bacterianas que podem estar envolvidas nesta etiologia.

- O perfil de suscetibilidade antimicrobiana observada variou muito em relagao aos
sitios de infec¢do investigados, no caso dos isolados provenientes de otite externa canina os
antibioticos mais eficientes foram a associacdo ampicilina+sulbactam, cefalotina e
gentamicina. Nas infeccdes do trato urinario os melhores resultados obtidos foram para
ampicilina+sulbactam, gentamicina e fluoroquinolonas como, norfloxacina e ciprofloxacina.
Nas infecgdes da pele ampicilinatsulbactam, ciprofloxacina, cefotaxima e cefalexina
apresentaram menores percentuais de resisténcia. Foram detectados altos percentuais de
resisténcia em relagdo a penicilina e oxacilina em todos os isolados avaliados. Portanto, o
habito de prescrever terapia antimicrobiana sem prévia identificacdo do agente e do seu
perfil de suscetibilidade tem contribuido significativamente para a disseminacdo das cepas
resistentes em animais de companbhia.

- Os testes de suscetibilidade antimicrobiana utilizados para a avaliagdo do perfil da
atividade inibitoria da azitromicina, detectaram 45% dos isolados de Staphylococcus spp. e e
65% dos bastonetes Gram-negativos resistentes a azitromicina com grau de correspondéncia
de 86,6% e 91,3%, respectivamente. Dessa forma, o uso corrente da azitromicina na
medicina humana e o desenvolvimento de resisténcia em isolados animais podem estar
ocorrendo através de mecanismos de transferéncia de genes interespecificos e
intraespecificos. Portanto, torna-se indispensavel a realizacdo de testes de suscetibilidade
antes da indicagdo da azitromicina como opgao terapéutica veterinaria.

-Dos testes de suscetibilidade a azitromicina avaliados, os que mais se aproximaram
dos valores reais de isolados resistentes foram o teste de Microdilui¢do em Caldo e Difusao
em Disco.

-Ha necessidade de estudos que ampliem os dados de Concentracdo Inibitéria
Minima (CIM) da azitromicina sobre diferentes espécies bacterianas, uma vez que, estes
estdo calcados em agentes tradicionais como Staphylococcus aureus.

-O aumento da pressdo seletiva pode induzir alguns mecanismos de resisténcia
cruzada, como observado entre oxacilina e azitromicina em isolados de Staphylococcus spp..
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Anexo 01. Testes de identificagdo das espécies de Staphylococcus spp. coagulase-positivos
segundo Koneman et al. (2001).

Staphylococcus spp. Maltose Caldo Nitratado VP
S. aureus aureus + + n
S. aureus subsp anaerobius + - -
S. schleiferi subsp coagulans - + +
S. intermedius +/- + -
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Anexo 02 Testes de identificagdo das espécies de Staphylococcus spp coagulase-negativos,

segundo Koneman e colaboradores (2001).
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Anexo 03 Antimicrobianos avaliados nos diferentes sitios infecciosos.

Antibi6ticos

Sitios de Processos Infecciosos

Otite externa

Trato Urinério

Pele

Ampicilina (AMP-10ug)

Amp+sulb (ASB-10/10ug)

Gentamicina (GEN-10pug)

Penicilina G (PEN-10UI)

Oxacilina (OXA-1pg)

<[>

Vancomicina (VAN-30ug)

Azitromicina (AZI-15ug)

Cefalotina (CFL-30ug)

Cefotaxima (CTX-30ug)

Sl Kl Bl Rl il kel Kl e

Ciprofloxacina (CIP-5ug)

Clindamicina (CLI-2ng)

Cloranfenicol (CLO-30ug)

Eritromicina (ERI-15pg)

R B B e BT R E

Nitrofurantoina(NIT-300ug)

Norfloxacina (NOR-10pug)

Enrofloxacina (ENO-5ug)

S

Ceftriaxona (CEF-30ug)

Amoxicilina (AMX-20ug)

Neomicina (NEO)

<<
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Anexo 04 Zonas de inibicao avaliadas pelo didmetro (mm) dos antibioticos utilizados.

Antibidticos Zonas de inibi¢do
Resistente Intermediério Sensivel
Ampicilina (AMP) <28 - >92
Amp+sulbactam (ASB) <11 12-14 >15
Gentamicina (GEN) <12 13-14 >15
Penicilina G (PEN) <28 - >29
Oxacilina (OXA) <10 11-12 >13
Vancomicina (VAN) <12 13-14 >15
Azitromicina (AZI) <13 13-14 218
Cefalotina (CFL) <14 15-17 >18
Cefotaxima (CTX) <14 15-22 >23
Ciprofloxacina (CIP) <15 16-20 >12
Clindamicina (CLI) <14 15-20 >12
Cloranfenicol (CLO) <12 13-17 >18
Eritromicina (ERI) <13 14-22 >23
Nitrofurantoina (NIT) <14 15-16 >17
Norfloxacina (NOR) <12 13-16 >17
Enrofloxacina (ENO) <17 18-21 >22

Ceftriaxona (CEF) <13 14-20 >21




Anexo 05 Analises Estatisticas: Determinac¢ao da CIM para Azitromicina

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

Tratamento Coeficiente

b c d e
Azitromicina-caldo
24 horas
S. intermedius -0,23666 -0,66894 1,16359 1,18894
S. aureus aureus -3,382326 0,15328 0,61906 4,697323
ECN -0,846724 0,250737 1,091044 518,679019
48 horas
S. intermedius -0,38385 -0,42329 0,93299 3,31924
S. aureus aureus -2,0436729 -0,0014044 0,5734700 6,0652258
ECN -0,389851 0,026587 1,121390 552,921095
Azitromicina-placa
24 horas
S. intermedius -2,91881450 0,00071138 0,82744729 11,62357233
S. aureus aureus -1,484265 0,057973 0,568590 17,180479
ECN -1,2648282 -0,0031721 0,7272831 25,3821295
48 horas
S. intermedius -2,7225789 -0,0010511 0,8311908 12,6948721
S. aureus aureus -1,705662 -0,002685 0,555686 14,340468
ECN -1,0386420 -0,0026846 0,8082957 51,9845778
Bastonetes-placa
24 horas
ECN -1,159846 0,043043 1,233092 251,468650
48 horas
ECN -1,067489 0,034290 1,599884 462,078402
Bastonetes-caldo
24 horas
ECN -1,164704 0,046696 1,233013 253,031607
48 horas
ECN -1,077964 0,038202 1,587837 457,599596
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Tabela para valores da CIM

Tratamento Concentracdo inibitdéria minima (u ml'l)
90% 50% 10%

Azitromicina-caldo

24 horas

S. intermedius 1281,00 1,18 IC=[1,07;1,30] 0,0001

S. aureus aureus 8,99 4,69 1C =[4,62; 4,77] 2,45

ECN 6948,32 518,67 IC=[516,32; 519,13] 38,71

48 horas

S. intermedius 1016,33 3,32 1C=13,28; 3,41] 0,01

S. aureus aureus 17,77 6,06 1IC =[5,88; 6,23] 2,07

ECN 155020,00 552,98 IC =[549,52; 554,65] 1,97

Azitromicina-placa

24 horas

S. intermedius 24,67 11,62 IC =[11,53; 11,71] 5,47

S. aureus aureus 75,50 17,18 1IC=[17,11; 17,22] 3,90

ECN 144,20 25,38IC =[24,10; 26,23]

48 horas

S. intermedius 28,45 12,70 IC =[12,65; 12,75] 5,66

S. aureus aureus 52,00 14,34 IC =[14,26; 14,41] 3,95

ECN 431,13 51,98 IC = [51,09; 52,43] 6,26

Oxacilina-placa

24 horas

S. intermedius 1645,19 16,00 IC =[15,92; 16,07] 0,15

S. aureus aureus 647,00 19,06 IC =[18,95;19,16] 0,56

ECN 19,09 4.871C =[4,32;5,21] 1,24

48 horas

S. intermedius 225,62 2,38 IC =[2,30; 2,45] 0,02

S. aureus aureus 1476,32 18,79 IC =[18,68; 18,89] 0,23

ECN 4696,76 30,34 1C =[29,56; 30,89] 0,19

Oxacilina-caldo

24 horas

S. intermedius 1,02 0,79 IC=1[0,71; 0,88 ] 0,62

ECN 1,08 0,81 IC=10,64; 1,12] 0,61

48 horas

S. intermedius 1,05 0,80 IC =[0,71; 0,89] 0,61

ECN 3,16 0,12 IC=10,09;1,15] 0,004

Bastonetes-placa

24 horas 1671,92 251,47 1C =[250,86;252,03] 37,82

ECN

48 horas 3619,33 462,07 IC =[461,52; 462,86]

Bastonetes-caldo

24 horas

ECN 1669,07 253,03 IC =[251,43;258,13] 38,36

48 horas

ECN 3513,28 457,60 1C = [456,68;458,09] 59,60
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Analise de Correspondéncia dos isolados nos testes de suscetibilidade a azitromicina

37 7%

01 o0 01 02

-0.2

10 -5 [ 5
| | | |
— 92
— L
E-ﬂﬂ%
THR
JaR
5 TEW R <
G,
el
g o
| D
| | | | | '
02 -0 0.0 (0.1 02

48,9%

70



Analise de Correspondéncia dos isolados nos testes de suscetibilidade & oxacilina
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Anexo 06 Tabela das Amostras

Amostras coletadas de caes com otite externa

N°  Sexo Idade Raca Sinais Clinicos Local*  Antibi6tico™
02 4 adulto SRD Sc. Purulenta escura ES -

1 Q adulto SRD Otite cronica recidivante ES -

12 3 adulto Pastor alem. Sc. purulenta+hemorragica+miiase ES ENO
15 Q adulto SRD Sc. Purulenta ES -

20 & adulto Pointer Sc. Purulenta ES -

22 Q adulto SRD Edema e sc. Purulenta ES -

25 Q adulto Boxer Sarna demodécica+sc. purulenta ES -

26 Q adulto SRD Sc. Purulenta ES -

28 & adulto SRD Sc. Purulenta ES -

31 3 adulto Dog alem. Otite média cronica ES ENO
41  Q adulto Pastor alem. Sc. Purulenta escura ES -

53 3 filhote Pittbull Edema hemorragia+sc. purulenta ES ENO
54 Q adulto SRD Sc. Purulenta ES -

55 & adulto SRD Sc. Purulenta ES -

56 & adulto Poodle Sc. Purulenta ES -

58 & adulto Cocker spain.  Otite cronica recidivante ES PEN
59 & adulto Poodle Sc. purulenta ES -

60 @ adulto Délmata Sc. Purulenta ES -

64  Q filhote Dashund Sc. Purulenta ES -

65 Q adulto Lhasa Apsu Sc. Purulenta ES ENO
67 Q adulto Rottweiler Otite cronica recidivante ES -

72 3 idoso Cocker spain. Sc. Purulenta e miiase ES -

75 3 adulto Pastor alem. Sc. Purulenta e miiase ES CFX
80 Q adulto SRD Sc. escura ES -

81 Q filhote SRD Sc. Purulenta ES -

92 Q adulto SRD Otite cronica recidivante ES -

93 4 adulto Cocker spain.  Otite aguda purulenta ES CFX
95 Q adulto Boxer Sc. Purulenta escura ES ENO
100 & adulto Poodle Sc. Purulenta escura ES -

106 & adulto Beagle Sc. Purulenta ES -

118 & filhote Labrador Sc. Purulenta escura ES -

121 Q adulto Cocker spain.  Sc. Purulenta ES -
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Amostras coletadas de animais com infec¢éo da pele

N° Espécie  Sexo Idade Raca Sinais Clinicos Local*  Antibidtico*
04 CAN Q adulto  SRD Fistula com sc. purulenta (Mordida)  ES -

05 CAN a adulto  Yorkshire  Ferida lacerante com sc. purulenta ES MET
06 FEL 3 adulto PCB Fistula secundaria mifase ES -

16 CAN ) adulto  Husky Miiase ES -

21 CAN 3 adulto  Pointer Otohematoma ¢/ Fistula sc. purulenta ES -

18 FEL Q adulto  Per¢a Carcinoma mamario ¢/ sc. purulenta ~ ES -

30 FEL 3 adulto  Ciamés Pioderma profundo ES -

42 CAN d adulto  Sharpei Demodicose e pioderma ES -

44 CAN Q adulto  Chowchow  Pioderma profundo ES -

49 CAN a adulto  Buldoging. Demodicose ¢/ pioderma ES -

66 CAN Q adulto  Lhasaapsu  DUA c¢/ sc purulenta ES ENO
70 CAN a adulto  SRD Pioderma profundo ES MET
73 CAN a adulto  Dashund Pustulas, crostas e prurido. ES -

74 CAN Q adulto  Labrador  Pustulas ES ENO
102 CAN Q adulto  Poodle Pio/Pododermite ¢/ queratose ES -

104 CAN ) adulto  SRD Pioderma (mordida) ES -

105 CAN a3 adulto  SRD Piodermite e necrose Iw -

107 CAN Q adulto  SRD Pustula Iw -

109 CAN o) adulto  SRD Miiase € sc. purulenta Jw -

111 CAN a adulto  Pittbull Miiase e sc. purulenta W -

112 CAN Q adulto  SRD Carcinoma mamario ¢/ sc. purulenta ~ ES -

117 CAN a idoso  GoldenRet DUA e sc. purulenta ES -

6A FEL Q adulto  PCB Lesdo purulenta+carcinoma mamario  ES -

45 FEL Q adulto  PCB Pustulas e crostas W -

83A CAN Q idoso  SRD Fistula com secre¢éo purulenta w -

1A CAN a3 adulto  SRD Piodermite W -

125 FEL 3 idoso  Perc¢a Pioderma profundo W -
78A CAN 3 adulto  SRD Pioderma w -
111A CAN o) adulto  SRD Miiase e sc. purulenta IW -
107A° CAN Q adulto  SRD Pioderma profundo com fistulas W -
13A° CAN o) adulto  Pittbull Miiase com secregdo purulenta ES -

126 FEL a8 idoso  PCB Miiase ES -

128 FEL Q adulto  PCB Pioderma ES -
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Amostras coletadas de animais com infec¢cdo do trato urinario

N° Espécie  |dade Sexo  Raca Sinais Clinicos Local* EAS Antibiético*
01 CAN adulto & SRD Obstrucgdo uretral ES Bacteriuria -

09 CAN idoso & Dogalem IRC ES Cilindros TER

14 CAN adulto ¢ SRD IRC+ Mastocitoma ES Bact/nitritot+ -

24 CAN adulto @ SRD IRC ES Cilindros + -

33 CAN idoso & Pastor Nefrose e nefrite ES Hematuria -

34 FEL adulto & PCB Urolitiase ES Pibcitos -

36 CAN adulto & SRD Cistite hemorragica ES Hemattria -

39 CAN idoso & Poodle IRC ES Bilirrubintria -

40 CAN adulto & SRD IRC ES Hemattria -

43  CAN adulto & SRD Nefrite ES Piocitose MET/CEF/ENO
45 FEL idoso & Perca Cistite e urolitiase JW - -

46 CAN filhote & Pittbull IRC recidivante ES - CEF/AMC
47 CAN adulto & Dog alem. Cistite hematiria ES Hematuria CEF

48 CAN adulto & SRD Cistite ES Pitria/nitrito -

50 CAN adulto 9 SRD IRC + erlichiose ES - DOX

61 CAN adulto & SRD Nefrite ES - DOX

62 CAN idoso @ Pastor ale.  Cistite ES Bacteriaria -

63 CAN adulto & SRD Nefrite+erlichiose ES - -

68 CAN filhote Q Dashund  Cistite ES - DOX

69 CAN idoso & Cocker sp.  Cistite hemorrag. ES - -

76 CAN adulto @ Poodle Cistite ES Bacteriuria -

77  CAN idoso J& Husky IRC+carcinoma hep.  ES - -

78 CAN idoso @ Cocker sp. Cistite ES Bacteriuria -

79 CAN idoso & Boxer CISTITE W Bacteriuria ENO

82 CAN idoso @ Golden Re IRC W - ENO

8 FEL adulto & PCB Urolitiase ES - CTX/MET
8 CAN idoso & Pastro ale.  Cistite e prostatite ES Nitrito +++ -

8 CAN idoso & Poodle Cistite piocitose ES Piocitos -

8 FEL adulto & PCB Cistite e urolitiase ES Piocitos ENO

87 CAN idoso @ Boxer IRC ES - -

88 CAN idoso @ Doberman  Cistite ES - -

89 CAN adulto @ SRD Urolitiase ES - TER

96 CAN filhote & Pittbull IRC recidivante W Pigcitos+Bact DOX/ENO/AMX
97 FEL adulto & PCB Cistite e urolitiase JW Bacteritria -

98 CAN adulto @ Poodle Cistite W Bacteritiria -

101  CAN filhote & Cocker sp.  Cistite W - -

119  FEL adulto & Perca Urolitiase ES Urato aménia -

120 CAN filhote & Déalmata Cistite w - -

122 FEL  adulto & PCB Urolitiase Iw - -

133 FEL  adulto & PCB Urolitiase Iw - -

134 FEL adulto & PCB Cistite Y - -

135 FEL  adulto & PCB Cistite hemorragica Y - -

141 FEL  adulto 9 PCB Cistite W - -

143 FEL adulto & Ciamés IRC ES - -

146 CAN adulto & Poodle Cistite hemorragica ES - -

140 CAN idoso 9 SRD Cistite ES Bacteriuria -

144 FEL idoso & PCB Cistite ES Bacteriuria -

150  FEL adulto & PCB Obstruc¢do uretral ES - -

151 FEL  adulto & PCB Obstrucdo uretral ES - -
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N° Espécie  Sexo ldade  Raca Sinais Clinicos Local* Antibidticos*
Infecgdes uterinas em cadelas
03 CAN Q adulto  Pastoralemdo  Pjometra ES MET
13 CAN Q adulto  Poodle Piometra ES ENO/DOX/MET
23 CAN Q adulto Poodle Piometra ES ENO/DOX/MET
52 CAN Q adulto Rottweiler ~ Piometra+vulvovaginite ES -
57 CAN Q adulto SRD Piometra ES ENO/PEN
90 CAN Q adulto SRD Piometra+Vulvovaginite ES TER
InfeccGes da Mucosa Conjuntival
07 CAN Q adulto Weimaraner Conjuntivite+miiase ES ENO
51 CAN Q idoso  Rottweiler Conjuntivite+sc purulenta ES -
103  CAN Q filhote beagle Uveite+conjuntivite ES -
108  CAN Q adulto SRD Uveite+conjuntivite IW -
110 CAN Q filhote SRD Uveite traumatica ES -
114  CAN Q filhote SRD Uveite+conjuntivite ES -
116  CAN Q filhote SRD Conjuntivite ES MET
54A  CAN Q adulto Husky Miiase W -
75A  CAN Q filhote Beagle Uveite Y -
82A  CAN Q adulto SRD Uveite traumatica JW -
96A CAN 3 filhote SRD Uveite ALY -
104A CAN Q adulto SRD Uveite traumatica IW -
41A CAN Q adulto  beagle Uveite W -
Infeccbes do Trato respiratério
08 CAN C adulto Waimaraner Sec nasal purulentatmiiase ~ ES ENO
35 CAN Q idoso poodle Bronquite+efusdo pleural opaca ES DOX/AMP
38 CAN Q idoso  poodle Bronquitet+efusao pleural opaca ES DOX/AMP
115 CAN Q adulto SRD Sec nasal purulenta ES -
108 CAN 4 adulto Poodle Bronquite+efusdo pleural opaca ES -
26 CAN 3 adulto Weimaraner Sec nasal purulentatmiiase  ES -
Infecgdes da Cavidade Oral
17 CAN Q adulto  husky Miiase na mucosa oral ES -
19 CAN Q adulto  pittbull Abcessos gengivais ES -
114 CAN Q idoso  SRD Periodontite ES -
32 CAN Q filhote SRD Periodontite IW -
27A  CAN Q adulto SRD Abcesso gengival Y -
94 CAN 3 adulto SRD Periodontite w MET
99 CAN Q adulto SRD Periodontite Iw -
113 CAN 3 adulto SRD Periodontite JW -
120 CAN 3 adulto SRD Periodontite JW -
124 CAN 3 adulto SRD Periodontite w -
125 CAN 3 adulto SRD Periodontite w -

CAN: espécie canina, FEL: espécie felina, Filhote: animais com idade até 1 ano e seis meses, Adulto: animais
cm idade até sete anos, Idoso: animais com idade acima de sete anos, &' sexo masculino, Q: sexo feminino,
SRD: cédes sem raga definida, PDB: felinos pélo curto brasileiro, * institui¢do de coleta da amostra, *
antibioticoterapia realizada antes da coleta das amostras, JW: Instituto Veterinario Municipal Jorge
Waitsman, ES: Universidade Estacio de Sa.
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