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Resumo

Objetivo: O presente estudo objetivou tragar o perfil de resisténcia dos isolados de
Staphylococcus spp. resistentes a meticilina (SMR) em caes com otite externa provenien-
te de atendimentos ambulatoriais ou de internagdo. Métodos: Isolamento e identificagéao
bacteriolégica por meio de provas bioquimicas e testes de susceptibilidade a antibacterianos.
Detecgéo do gene mecA por PCR e determinagédo da concentragéo bactericida minima
(CBM) ao gluconato de clorexidina. Resultados: Foram coletadas 140 amostras e, des-
tas, foram isolados 122 Staphylococcus spp. (49,4%). Dos isolados bacterianos, 14 ce-
pas (11,47%) foram SMR (oito coagulase positiva e seis coagulase negativa), apresentan-
do o gene mecA. A concentracéo bactericida minima ao gluconato de clorexidina para os
Staphylococcus spp. coagulase positiva foi de 500.000 ng/mL (0,5%) e para os coagulase
negativa foi de 62.500 png/mL (0,0625%). Cinco SMR foram positivos para o teste-D. Os
SMR foram 100% sensiveis a linezolida, cloranfenicol e rifampicina. Conclusao: Apesar
da baixa frequéncia da multirresisténcia encontrada, existe a necessidade de monitoramento
efetivo em estirpes isoladas de animais domésticos, garantindo o sucesso do tratamento
e controle da resisténcia bacteriana em infecgdes otoldgicas caninas.
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INTRODUGAO

Dentre as patologias auditivas caninas, a otite exter-
na apresenta-se como uma das mais importantes, repre-
sentando de 8% a 15% dos casos atendidos na rotina clini-
ca veterinaria brasileira.( A otite externa é uma afecgéo
inflamatéria que acomete o canal auditivo externo, sendo
considerada uma das enfermidades mais comuns em cées.
Acredita-se que a otopatia ocorra em fungéo das caracte-
risticas anatémicas da orelha na espécie canina e apre-
senta-se muitas vezes como um desafio diagnoéstico e
terapéutico para o clinico.?

Nos ultimos anos tem sido reportado que a resistén-
cia bacteriana aos agentes antimicrobianos em isolados
obtidos de secrec¢des auriculares caninas vem aumentan-
do.” Portanto, a cultura bacterioldgica e os testes de sus-
ceptibilidade aos agentes antimicrobianos s@o de grande
importancia para o sucesso do tratamento, bem como para
prevenir a selegédo de cepas multirresistentes.®

A reducédo da susceptibilidade a antibioticos, entre as
varias espécies bacterianas, representa um problema de
saude publica mundial, uma vez que o surgimento de no-
vos recursos terapéuticos ndo acompanha a evolugao dos
mecanismos de resisténcia bacterianos.” Em se tratando
da meticilina, essa diminuicdo pode ocorrer tanto em
Staphylococcus spp. coagulase positiva (SCP) quanto em
Staphylococcus spp. coagulase negativa (SCN)® pela
modificacdo das proteinas ligantes de penicilina sintetiza-
das pelo gene mecA, que torna as cepas bacterianas re-
sistentes aos antibiéticos betalactamicos.

O fendbmeno da resisténcia aos antimicrobianos apre-
sentado pelos Staphylococcus spp. em animais tem sido
considerado um problema crescente em medicina veteri-
naria.® O SMR tem sido diagnosticado como um agente
etiologico de potencial zoonético, sugerindo que animais
de companhia e de producdo podem servir como reserva-
torios deste microrganismo, ocasionando infecgcdes em
humanos.®
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Considerando a elevada frequéncia de atendimen-
tos de cées com otite externa bacteriana nas clinicas ve-
terinarias, o presente estudo teve por objetivo verificar a
ocorréncia de SMR e seu perfil de resisténcia aos antibac-
terianos em pacientes ambulatoriais e de internamento
diagnosticados com a otopatia, visando o aprimoramen-
to na conduta clinica do médico veterinario.

MATERIAL E METODOS

Tratou-se de um estudo transversal descritivo e de abor-
dagem quantitativa. Entre junho de 2015 e abril de 2016
foram coletadas 140 amostras de secrec¢éo otolégica de
pacientes caninos de ambos os sexos sem distingdo de
raca e idade, diagnosticados com otite externa, recrutados
por demanda espontanea através de atendimento clinico
em um hospital veterinario privado na cidade de Natal (RN)
para realizagdo de bacterioscopia, cultura bacteriana e
antibiograma. Este trabalho limitou-se apenas ao estudo
bacteriologico.

Como critério de inclusdo, os caes otopatas deveri-
am apresentar pelo menos dois sinais indicativos de otite
externa: prurido, estenose do conduto auricular, eritema,
descamacao, lignificacao, alteragdes na quantidade, cor e
odor da secrecéo auricular, dor a palpacao, meneio cefalico.

A coleta do espécime foi realizada com auxilio de
swabs individuais estéreis dos pavilhdes auriculares e
meato acustico bilateralmente, acondicionados em meio
de transporte Cary Blair (HiMedia®) e encaminhados ao
Laboratério de Micobactérias da UFRN para processa-
mento em até 24 horas apds a coleta. Para isolamento
bacteriano, as amostras foram cultivadas nos meios de
agar suplementado com 5% de sangue de carneiro des-
fibrinado (HiMedia®) e agar MacConkey (HiMedia®) e
entdo incubadas a 35°C por 24 horas em estufa bacterio-
l6gica.® Aidentificacdo ocorreu através da coloragéo de
Gram e provas bioquimicas.®"® Posteriormente, todos os
isolados foram submetidos ao teste de susceptibilidade
aos antimicrobianos: penicilina (PEN, 10U), cefoxitina
(CFO, 30 pg), gentamicina (GEN, 10 ug), sulfametoxazol-
trimetoprima (SUT, 1,25/23,75 ug), levofloxacina (LEV, 5 pg),
eritromicina (ERI, 15 ug), cloranfenicol (CLO, 30 pg),
clindamicina (CLI, 2 ug), rifampicina (RIF, 5 ug), tetraciclina
(TET, 30 pg) e linezolida (LNZ, 30 ug) pelo método de di-
fusdo em agar Mueller-Hinton (HiMedia®) com discos, in-
cluindo o teste-D.®1®

As cepas resistentes a cefoxitina detectadas no
antibiograma (agar disco difusdo) foram triadas para o teste
Met-25. Neste teste, as amostras foram transferidas para
tubos contendo caldo Brain Heart Infusion (BHI - HiMedia®)
e entdo deixadas em estufa bacteriolégica a 37°C por 24
horas sob agitacdo para posterior semeio em placas con-
tendo 25 pg de meticilina."” Confirmando crescimento
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bacteriano (positividade do Met-25), era entdo realizada
PCR a fim de confirmar presenga do gene mecA.

A extracdo do DNA cromossomal foi realizada pela téc-
nica da lise térmica e o gene mecA foi detectado utilizando-
se os primers mecA senso 5-TCCAGATTACAACTTCAC
CAGG-3' e mecA antissenso 5'-CCACTTCATATCTT
GTAACG-3' amplificando 192 pares de bases na regido V
do dominio 23S do gene do RNA ribossémico do SCCmec,
ambos na concentragéo de 0,5 uM. Areacéo foi preparada
pela adigéo de 25 unidades/mL de Tag DNA polimerase, 200
pL dATP, 200 yLdCTP, 200 yL dGTP, 200 uL dTTP, 3 mM de
MgCI2 em termociclador Biorad® (Sao Paulo, Brasil) T- 100
Thermal Cycler utilizando Master Mix (Promega®, Séo Pau-
lo, Brasil).("?

Os ciclos da reacgéo foram: um ciclo de 94°C por cin-
co minutos para desnaturacéo inicial do DNA alvo, segui-
do de 35 ciclos de trinta segundos a 94°C, trinta segundos
a 52°C, um minuto e trinta segundos a 72°C, e um passo
de extensao final do primer a 72°C por cinco minutos. Os
produtos da PCR foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 1% com tampao TBE (Tris- Acido-Bérico-
EDTA) 0,5 x durante cinquenta minutos a 100V. Na sequén-
cia da eletroforese, os géis foram corados com brometo
de etidio a 10 pL por dez minutos e visualizados em transilu-
minador UV e fotografados. Como controle positivo foi uti-
lizada a cepa BMB 9393 e como controle negativo da rea-
¢do, agua livre de nuclease.(™

Nos espécimes portadores do mecA foi determina-
da a concentracdo bactericida minima ao gluconato de
clorexidina, ou seja, a menor concentragdo da solugéo de
clorexidina capaz de impedir o crescimento estafiloc6cico;
100 pL de BHI (concentracéo dupla) foram distribuidos em
placa de microtitulagdo de 96 pogos, em todos os pocos.
Foram adicionados a primeira coluna 100 pyL de solugéo
de gluconato de clorexidina a 1%; depois, foram homoge-
neizados e retirados 100 pL de cada pogo da coluna 1
(da linha A até a linha H) para a coluna 2. Esse mesmo
procedimento se repetiu sucessivamente por todas as co-
lunas (até a coluna 12), obtendo-se, entao, as concentra-
¢bes da solugdo de clorexidina (1.000.000 pg/mL-" - 1%,
a7.812,5 ug/mL"-0,0078 12%)."3

Em seguida, adicionou-se uma aliquota de 10 pL do
in6culo bacteriano em cada pogo da microplaca e incubou-
se a 35°C por 24 horas. Apés esse tempo, 10 pL de cada
poco foram retirados e inoculados na superficie do agar
Mueller-Hinton (Himedia®) com as placas devidamente
identificadas para cada concentragéo testada. As placas
foram entao incubadas a 36°C e, ap6s 24 horas, foi obser-
vado se houve ou hdo crescimento bacteriano, e, se houve,
em qual concentragdo.™

Todos os dados da pesquisa foram agrupados em ta-
belas. As analises estatisticas para as associagdes entre
as variaveis foram realizadas com base no Teste Exato de
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Fisher (software estatistico R) com nivel de significancia
«=0,05. O valor de p menor que 0,05 foi considerado esta-
tisticamente significante. O modelo estatistico foi proposto
pelo Laboratério de Estatistica Aplicada da UFRN.

Etica

O presente estudo foi aprovado pela Comisséo de Eti-
ca no Uso de Animais da Universidade Federal do Rio Gran-
de do Norte (CEUA/UFRN) sob o protocolo n® 027/2015.

RESULTADOS

Nos isolados bacterianos dos 140 cdes participan-
tes do estudo percebeu-se que o género Staphylococcus
foi presente em 122 amostras (82 SCN - 67,21%; 40 SCP
-32,79%). Destes, 14 cepas foram SMR (11,47%), sendo
estas mesmas também positivas no Met-25 e apresenta-
ram o gene mecA (Figura 1). Das cepas resistentes a
Meticilina, cinco foram teste-D positivo (Figura 2).

mecA 200 ph

Figura 1. Produto da amplificagdo dos SMR em gel de eletroforese.

(A) Padréo de peso molecular 123 pb (invitrogen). (B) Cepa de Staphylococcus aureus BMB 9393, controle positivo para o gene mecA. (C) Amostra S. aureus
06. (D) Amostra SCN 09. (E) Amostra S. aureus 19. (F) Amostra SCN 20. (G) Amostra SCN 21. (H) Controle negativo. (I) Amostra S. aureus 24. (J) Amostra SCN
28. (K) Amostra S. intermedius 63. (L) Amostra S. hyicus 71. (M) Amostra SCN 79. (N) Amostra S. aureus 86. (O) Amostra SCN 109. (P) Amostra S. aureus 135.

(Q) Amostra S. aureus 136.

Espécime N % Teste-D (+) Met-25 mecA
Coagulase (+)
S. Intermedius 01 7,14 _ Positivo* Positivo*
S. aureus 06 42 86 02 Positivo* Positivo*
S. hyicus 01 7,14 _ Positivo* Positivo*
Coagulase (-) 06 42,86 03 Positivo* Positivo*
Total 14 100 05 14 14

(Teste Exato de Fisher: *p<0,05)

Figura 2. Perfil dos SMR isolados. Identificagéo e perfil das 14 cepas de SMR isoladas.

Todos os SMR apresentaram perfil de multirre-
sisténcia, mais notadamente frente as penicilinas (100%),
cefamicinas (100%), sulfametoxazol + trimetoprim
(78,57%), tetraciclinas (78,57%) e lincosamidas (64,29%).
Dentre os antimicrobianos testados, os que apresentaram
melhor sensibilidade in vitro foram: linezolida (100%),
cloranfenicol (100%), rifampicina (100%) e gentamicina
(78,57%).

Houve significancia estatistica pelo Teste Exato de
Fisher (software estatistico R - p<0,05) entre as variaveis
"resisténcia a cefoxitina" no antibiograma, "Met-25 posi-
tivo" e "mecA positivo" nas 14 amostras de SMR. A CBM
ao gluconato de clorexidina foi de 500.000 pg/mL (0,5%)
para os SCP e 62.500 pg/mL (0,0625%) para os SCN
(Figura 3).
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Figura 3. CBM para o gluconato de clorexidina das cepas SMR.
Crescimento bacteriano frente as concentragées de Clorexidina testadas.
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DISCUSSAO

Tunon et al."¥ discutiram que muitas vezes a otite é
um sintoma de outras doencas e ndo um diagnéstico de-
finitivo, podendo estar presente em cerca de até 25%
dos caes atendidos em uma clinica veterinaria por outro
motivo. Esta pode ser a provavel explicagdo para a
otopatia ter sido tdo detectada nos pacientes ambula-
toriais.

O fato de os estafilococos serem comensais da
pele e contaminantes ambientais pode ter favorecido sua
ocorréncia no presente estudo.® Além disso, a presen-
ca de diversos fatores de agressdo e a producdo da
enzima coagulase estdo correlacionadas a patogeni-
cidade do género Staphylococccus, conferindo maior
capacidade de determinar infecgdes, mesmo sobre pou-
ca influéncia de fatores predisponentes.("

Das cinco cepas que foram teste-D positivo, trés
eram de SCN e este dado é alarmante, pois além de
diminuir o arsenal terapéutico para o clinico veterinario,
possibilita que uma bactéria comensal do microbioma
adquira alto perfil de resisténcia, podendo, inclusive,
transmiti-lo para outras bactérias, causando um agravo
maior a saude do animal acometido.(' Tunon et al.("¥
comentaram que os SCN séo considerados patégenos
emergentes. Eles podem causar infec¢gdes oportunistas
em individuos que apresentem lesdes ou fagcam uso de
dispositivos médicos invasivos.('®

Acredita-se que o uso indiscriminado de antimicro-
bianos tépicos pelos proprietarios dos caes possa estar
induzindo o processo de resisténcia bacteriana, uma vez
que estes proprietarios frequentemente ignoram precei-
tos de limpeza, frequéncia regular de aplicagdes e dura-
¢do minima do tratamento.('® Sfaciotte et al."” discuti-
ram que a ocorréncia de microrganismos multirre-
sistentes na medicina veterinaria se da pelo uso de
antibacterianos como "promotores do crescimento” em
aves e suinos, na profilaxia de doencas especificas, além
do uso incorreto e no apelo comercial de certos farma-
cos.

Papich('® apontou que normalmente os estafilo-
cocos resistentes a meticilina também s&o resistentes a
diversas outras classes de antibacterianos nao B-lacta-
micos, como macrolideos, sulfonamidas e tetraciclinas,
dados semelhantes aos encontrados no presente estu-
do. Lilenbaum et al.\"® verificaram que as melhores dro-
gas contra infecgdes otoldgicas por Staphylococcus spp.
foram rifampicina e gentamicina. Oliveira et al.?” acres-
centaram ainda as quinolonas, os aminoglicosideos e o
cloranfenicol como antimicrobianos frequentemente es-
colhidos para o tratamento de otites caninas devido a
sua eficiéncia contra bactérias Gram-positivas e bacté-
rias Gram-negativas. Além destes, Cruz et al.?" indica-
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ram as cefalosporinas e inibidores de p-lactamases para
tratamento da otite externa canina, corroborando com
este estudo.

Cepas de SMR associadas com um perfil de multir-
resisténcia podem ser preocupantes em fungéo da sua
implicacdo na Saude Publica, mostrando que os céaes
podem ser reservatorios e fontes de transmiss@do em po-
tencial de patégenos multirresistentes para o homem pelo
contato fisico direto que ocorre com alta frequéncia de-
vido a percepg¢ao humana de que os animais de compa-
nhia sdo membros da familia e pelo fato de ambas as
espécies serem medicadas com as mesmas classes de
antibacterianos. Por isso, investir na educacgéao dos tuto-
res, em nocdes sobre posse responsavel dos animais,
além de cuidados de limpeza, retirada de pelos e da umi-
dade do conduto auditivo sdo imprescindiveis e aliadas
na profilaxia e no controle da otite em caes e na conse-
quente selecéo de bactérias multirresistentes.(®?

Mimica e Mendes®) demonstraram que nos ultimos
anos diversos autores conferiram boa acurécia do teste de
disco-difusdo com cefoxitina para o diagnoéstico rotineiro
da resisténcia a oxacilina em estafilococos. Pela relevan-
cia estatistica que houve (p<0,05) entre os testes de resis-
téncia fenotipicos e genotipico para os Staphylococcus spp.
deste estudo, constatou-se que ambos séo bons preditores
do carater de multirresisténcia estafiloc6cica na medici-
na veterinaria e conclui-se a relevancia do Met-25 no di-
agnostico clinico laboratorial. O teste fenotipico do Met-
25 acaba se tornando um método mais simples, eficiente
e de baixo custo quando comparado aos de biologia
molecular (PCR) quando se deseja realizar estudos de
vigilancia.®

Pegoraro et al.?®® destacaram que, para a agéo deger-
mante tanto de microrganismos Gram-positivos quanto
Gram-negativos, o gluconato de clorexidina é amplamen-
te utilizado na area da saude pelo seu efeito antisséptico.
E uma droga bem aceita no tratamento de afecgdes
dermatologicas, de facil acesso, baixo custo e provavel
baixa toxicidade em funcédo da baixa CBM encontrada no
presente estudo.

Camilo et al.®® discutiram que a utilizagdo do
gluconato de clorexidina para lavagens otolégicas em
caes que apresentam bactérias multirresistentes em qua-
dros clinicos de otites cronicas foi benéfica, servindo como
um auxiliar terapéutico no tratamento da otopatia, porém,
deve-se primeiro confirmar a integridade da membrana
timpanica do paciente.

CONCLUSOES
A otite externa canina é uma enfermidade relevante

na clinica veterinaria e o seu envolvimento com bactérias
multirresistentes é reportado. Para evitar a disseminacgéao
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dessas bactérias é de suma importancia se estabelecer o
perfil de susceptibilidade aos agentes antibacterianos, além
dos testes de resisténcia, visando um tratamento direcio-
nado e eficaz, obtendo-se assim o sucesso desejado.

Apesar da baixa ocorréncia de Staphylococcus spp.
resistentes a meticilina neste estudo, existe a necessida-
de de um monitoramento constante em cepas isoladas de
animais domésticos em virtude da transmissao de genes
de multirresisténcia e do potencial zoonético que estes po-
dem causar.
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Abstract

Objective: The objective of this study is to outline the resistance
profile of methicillin-resistant Staphylococcus spp. (MRS) isolates
from outpatient and inpatient care dogs diagnosed with otopathy.
Methods: Isolation and bacteriological identification through
biochemical tests and antibacterial susceptibility testing. Detection
of mecA gene by PCR and determination of minimum bactericidal
concentration (CBM) to chlorhexidine gluconate. Results: 140 samples
were collected and from these 122 was Staphylococcus spp. (49.4%).
Of all bacterial isolates 14 (11.47%) were MRS (eight coagulase
positive and six coagulase negative) with mecA gene. The minimum
bactericidal concentration to chlorhexidine guconate was 500,000 ug/
mL (0.5%) for coagulase positive Staphylococcus spp. and 62,500
1ng/mL (0.0625%) for coagulase negative. Five MRS were positive for
D-test. The MRS were 100% sensitive to linezolide, chloramphenicol
and rifampicin. Conclusion: Despite the low frequency of
multiressitance found, there is a need for more effective monitoring
in strains isolated from domestic animals to guarantee successful
treatment and control of bacterial resistance in canine otological
infections.
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Dogs; otitis externa; Staphylococcus spp.; methicillin resistance
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