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Two bacteria walk into a bar.
The bartender says “Get out we don’t serve any bacterial
drinks here”.

The bacteria say “Hey we work here, we are Staph”.
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RESUMO

Staphylococcus pseudintermedius é uma bactéria comensal da pele e mucosa do céo,
sendo o principal agente etiologico de piodermite bacteriana superficial e uma das principais
causas para prescricdo antibiotica em clinica de pequenos animais.

O presente estudo teve como objetivo a determinacdo do perfil de resisténcia aos
antibidticos recomendados pelas linhas de orientacdo da International Society for Companion
Animal Infectious Disease (ISCAID), num grupo de isolados de S. pseudintermedius suscetiveis
e resistentes a meticilina, provenientes de cdes com piodermite superficial. Avaliou-se,
igualmente, a incidéncia de multirresisténcia e a aplicabilidade das linhas de orientacdo da
ISCAID neste grupo de isolados. Este constitui um estudo prospetivo, tendo sido utilizados 55
isolados de S. pseudintermedius, testados para a suscetibilidade a oxacilina pela técnica de
Kirby-Bauer e, posteriormente, divididos em dois grupos: S. pseudintermedius resistente a
meticilina (MRSP, 25/55, 45%) e S. pseudintermedius suscetivel a meticilina (MSSP, 30/55,
55%).

No grupo MRSP, foi observado 96% de resisténcia a ambas clindamicina e
eritromicina; 92% a amoxicilina-acido clavulanico, trimetoprim-sulfametoxazol e
pradofloxacina; 88% a cefalotina, enrofloxacina e gentamicina; 80% a tetraciclina; 40% a
minociclina; 12% ao cloranfenicol e rifampicina; e 8% a amicacina. No grupo MSSP, verificou-
se 70% de resisténcia a tetraciclina; 67% a minociclina; 47% & eritromicina; 43% a
clindamicina; 27% ao trimetoprim-sulfametoxazol; 23% ao cloranfenicol; 10% a gentamicina;
7% a ambas enrofloxacina e pradofloxacina; 3% a rifampicina e amicacina; e 0% de resisténcia
aamoxicilina-acido clavulanico e cefalotina. Foi possivel, ainda, verificar que 66% dos isolados
demonstraram-se multirresistentes, sendo que 67% eram MRSP e 33% MSSP; 33%
demonstraram-se ndo multirresistentes, dos quais 95% eram MSSP e apenas 5% MRSP.

Verifica-se, assim, a existéncia de niveis elevados de resisténcia a antibioticos de
primeira escolha, muitas vezes utilizados de forma empirica e sem realizacdo de antibiograma
prévio. Este facto limita a sua utilizagdo por parte do Médico Veterinario em isolados MRSP,
apesar de no grupo MSSP ainda se detetar evidentes suscetibilidades. O nimero de isolados
multirresistentes €, também, alarmante, diminuindo o nimero de alternativas antibioticas
disponiveis em casos cujas opcOes antibidticas sdo limitadas, o que ocorre frequentemente em
clinica de referéncia.

Palavras-chave: Stahpylococcus pseudintermedius; piodermite bacteriana superficial

canina; antibioticos; meticilina; multirresisténcia.



ABSTRACT

Staphylococcus pseudintermedius is part of the normal microbiota of canine skin and
mucosa. It is also the main etiological pathogen of canine superficial pyoderma, in addition to
being a major cause for antimicrobial prescription in small animal practice.

This study aimed to determine the resistance of the antibiotics recommended by the
guidelines of the International Society for Companion Animal Infectious Disease (ISCAID)
guidelines, in a group of S. pseudintermedius isolates susceptible and resistant to methicillin,
from dogs with superficial pyoderma. The incidence of multidrug resistance and the
applicability of the ISCAID guidelines in this group of isolates was also evaluated. This was a
prospective study, where 55 isolates of S. pseudintermedius were tested for oxacillin
susceptibility by the Kirby-Bauer technique and, then, divided into two groups: methicillin
resistant S. pseudintermedius (MRSP, 25/55, 45%) and methicillin susceptible S.
pseudintermedius (MSSP, 30/55, 55%).

In the MRSP group, 96% of the isolates evidenced resistance to both clindamycin and
erythromycin; 92% to amoxicillin-clavulanic acid, trimethoprim-sulfamethoxazole and
pradofloxacin; 88% to cephalothin, enrofloxacin and gentamicin; 80% to tetracycline; 40% to
minocicline; 12% to chloramphenicol and rifampicin; and 8% to amikacin. In the MSSP group,
70% of the isolates showed resistance to tetracycline; 67% to minocicline; 47% to
erythromycin; 43% to clindamycin; 27% to trimethoprim-sulfamethoxazole; 23% to
chloramphenicol; 10% to gentamicina; 7% to both enrofloxacine and pradofloxacin; 3% to
rifampicin and 3% to amikacin; and 0% to amoxicillin-clavulanic acid and cephalothin.

It was also determined that 66% of the isolates were multiresistant, in which 67% were
MRSP and 33% MSSP; 33% were non multiresistant, with 95% of the isolates being MSSP
and only 5% MRSP.

The results reveal the existence of high levels of resistance to first tier antibiotics, often
used empirically and without previous susceptibility testing. This limits their use by the
Veterinarian in MRSP isolates, although there are still obvious susceptibilities in the MSSP
group. The number of multiresistant isolates is also alarming, decreasing the number of
antibiotic alternatives available in cases whose options are limited, which often occurs in
reference practice.

Keywords: Stahpylococcus pseudintermedius; canine superficial pyoderma; antimicrobials;

methicillin; multiresistant.
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| - INTRODUCAO
1 — Piodermite bacteriana

A piodermite bacteriana é uma infecdo cuténea causada por bactérias piogénicas
(Sykes, et al., 2014), embora a presenca de pus ndo possa ser utilizada como diagndstico, ja que
este pode ndo ser visivel macroscopicamente (lhrke, 2006).

Esta infecdo é uma das causas mais comuns de doenga dermatoldgica canina, sendo
rara em gatos e outros animais domésticos (lhrke, 2006). O ser uma patologia
predominantemente canina pode dever-se ao facto de, nestes animais, o estrato corneo ser mais
fino e compacto do que em outras espécies, ser escasso em lipidos intracelulares, possuir parcas
defesas nos pontos de abertura dos foliculos pilosos e apresentar um pH mais elevado (Miller,
etal., 2013).

A pele é o maior 0rgao, efetua inimeras fungdes vitais para a manutencdo do estado
homeostatico do corpo, sendo composta pela epiderme e derme. A epiderme forma a camada
mais superficial da pele, sendo composta por quatro camadas, da mais profunda para a mais
superficial: basal, espinhosa, granulosa e cornea. A derme é o maior componente estrutural da
pele, compondo uma matriz de suporte e estabelecendo ligacdo com a epiderme e 0s seus anexos
A hipoderme é composta por tecido conjuntivo laxo e encontra-se subjacente a derme, nédo
sendo, no entanto, considerado um constituinte da pele (Junqueira & Carneiro, 2005; Miller, et
al., 2013).

A superficie da pele em animais e no Homem é colonizada por bactérias que residem
na superficie da epiderme e no infundibulo dos foliculos pilosos (Miller, et al., 2013). A
capacidade de colonizacdo da pele depende de varios fatores, incluindo a habilidade das
bactérias em aderir aos cornedcitos, utilizarem os nutrientes disponiveis que se encontram na
pele, resistirem a bactérias competitivas, bem como lidar com forgas abrasivas derivadas do
hospedeiro (Saijonmaa-Koulumies & Lloyd, 1996).

Staphylococcus pseudintermedius € um importante agente etiologico da piodermite
canina, sendo que a vasta maioria dos isolados caninos pertencem a esta espécie (van Duijkeren,
et al., 2011). Descrito em 2005, por Devriese e colaboradores, como uma nova espécie de
estafilococos, haviam sido anteriormente descritos, com recurso a meios fenotipicos, como S.
intermedius. A reclassificacdo como S. pseudintermedius foi justificada com base em novas
informacdes resultantes de andalises moleculares (Devriese et al., 2005). O grupo

Staphylococcus intermedius foi, assim, dividido em trés aglomerados: Staphylococcus
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intermedius, Staphylococcus pseudintermedius e Staphylococcus delphini (Bannoehr et al.,
2007).

Assim sendo, foi recentemente sugerido que todos os isolados identificados atraves de
métodos tradicionais sejam considerados S. pseudintermedius, a ndo ser que seja provado o
contrario através de analise genomica (Devriese et al., 2009).

A flora residente da pele canina inclui, ainda, Micrococcus spp., estreptococus a-
hemoliticos, corineformes aerdbios, Acinetobacter spp. e outros anaerdbios (Sykes, et al.,
2014). O Staphylococcus schleiferi, e menos comumente o Staphylococcus aureus, podem
igualmente estar envolvidos (Frank et al., 2003; Griffeth et al., 2008). Bactérias Gram-
negativas como Pseudomonas aeruginosa, Proteus spp. e Escherichia coli também podem ser
isoladas em caso de piodermite profunda (lhrke, 2006; Miller et al., 2013), embora se pense
que a sua invasdo seja secundaria a alteracdes ambientais causadas por S. pseudintermedius
(Sykes, et al., 2014), uma vez que infegdes causadas por Gram-negativas sem coinfeccéo
estafilocdcica € extremamente rara (Ihrke, 2006).

A piodermite resulta, assim, de uma debilitacdo nos mecanismos de defesa locais, 0
que permite invasdo bacteriana secundaria (Sykes, et al., 2014).

As causas dermatoldgicas subjacentes mais comuns sdo a dermatite atdpica, patologias
enddcrinas e ectoparasitas, embora uma variedade de outras patologias dermatologicas possam
predispor a piodermite (Bloom, 2013; Sykes, et al., 2014).

A classificacdo da piodermite é baseada na profundidade das lesdes. Assim sendo,
pode afetar simplesmente a superficie da pele, criando inflamacéo sem invasdo tecidular, pode
ser superficial, envolvendo a epiderme e foliculos pilosos, ou profunda, comprometendo
estruturas da derme e tecido adiposo subjacente (lhrke, 2006).

A piodermite de superficie acontece quando bactérias proliferam na superficie da pele
e incitam uma resposta inflamatdria, sem invaséo da pele (Sykes et al., 2014). Esta inclui a
piodermite de “prega de pele” (intertigo), dermatite piotraumatica e piodermite mucocutanea
que, normalmente, afeta o Pastor Alemé&o (Bassett et al., 2004). O sobrecrescimento microbiano
também foi, recentemente, descrito como piodermite de superficie, aquando do envolvimento
de bactérias (Ihrke, 2006; Sykes et al., 2014).

Na piodermite superficial, existe infecdo bacteriana nas camadas superficiais da
epiderme, que se encontram imediatamente abaixo da camada cornea e da porcao do foliculo

piloso acima do ducto sebéaceo (o0 infundibulum) (Sykes et al., 2014). E o tipo mais comum de
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piodermite e compreende a foliculite bacteriana superficial, piodermite esfoliativa ¢ “puppy
pyoderma” (também denominado de impetigo ou dermatite pustular juvenil).

A piodermite profunda ocorre devido a uma infecdo profunda dentro do foliculo
piloso, com ou sem rutura do mesmo (furunculose). O Pastor Alemdo parece propenso a uma
forma mais severa e extensa de piodermite profunda (Rosser Jr., 2006). Outros exemplos
incluem foliculite e furunculose podal, piodermite das zonas de presséo, foliculite e furunculose
piotraumaéticas e foliculite e furunculose (acne canino) do focinho.

Por vezes, a apresentacdo clinica ndo é oObvia, ndo sendo possivel classificar a
piodermite pela sua aparéncia tipica. Por exemplo, a foliculite bacteriana superficial pode
manifestar-se apenas como uma alopecia desigual e aparéncia de mordedura de traca em caes
de pelo curto como os Boxers (Gortel, 2013). Em cées com pelagem sedosa, como o Yorkshire
Terrier, uma diminuicdo da espessura do pelo em algumas localiza¢cBes pode ser a Unica
alteracdo (Morris, 2011). Bulldogs Ingleses, por vezes, desenvolvem unicamente zonas de

alopecia com hiperqueratose marcada (Miller et al., 2013).

1.1 — Abordagem diagnéstica

O diagnostico da piodermite bacteriana é realizado com base na anamnese, exame
fisico e exames diagnosticos adicionais (Gortel, 2013).

E importante a realizacio de raspagens profundas para descartar possivel demodicose
(Hillier et al., 2014; Sykes et al., 2014). A demodicose, além de apresentar sintomatologia
semelhante, pode ainda ser uma causa predisponente para piodermite bacteriana (lhrke, 2006).

O exame citologico é simples, econémico e constitui um meio auxiliar de diagnostico
importante (Gortel, 2013). Este deve ser realizado por aposic¢do direta de pustulas ou locais de
drenagem, sendo que a presenca de neutrofilos degenerados e coccus intracelulares apoiam o
diagnostico (lhrke, 2006; Hillier et al., 2014;). A realizagéo de citologia €, tambem, importante
para descartar infecdo por Malassezia pachydermatis (Hillier et al., 2014; Sykes et al., 2014).

A bibpsia de pele pode ser um valioso método de diagnostico, quando realizado
convenientemente (lhrke, 2006).

A cultura bacteriana e a avaliagéo de suscetibilidade antibidtica estdo indicadas quando
se suspeita de infecdo mista, previamente determinada por citologia, se a terapia antibidtica

empirica ndo for bem-sucedida ou em casos de piodermite recorrente ou refrataria (lhrke, 2006;
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Gortel, 2013). Devem ser recolhidas amostras de pustulas intactas, papulas, colaretes

epidérmicos ou bolhas hemorragicas intactas (Ihrke, 2006; Hillier et al., 2014).

2 — Staphylococcus pseudintermedius

2.1 — Caracteristicas gerais

O género Staphylococcus (do grego otaguln, staphyle, "uva" e kokkoc, kOkkos,
"granulo™) é constituido por bactérias Gram-positivas, com um tamanho entre 0,8 a 1 um e de
aspeto microscopico semelhante a cachos de uvas. E classificado em 49 espécies e 26
subespécies, baseando-se esta classificacdo em diferencas genotipicas e considerando o seu
habitat e processo patogénico. Estas sdo bactérias mesofilas, ou seja, possuem uma temperatura
de crescimento 6timo perto dos 35-37°C, sdo fermentadoras de hidratos de carbono, aerébias
ou anaerdbias facultativas, catalase positivas e ndo apresentam motilidade nem esporulacéo
(Quinn et al., 2002; Bond & Loeffler, 2012). Estes microrganismos crescem rapidamente na
maioria dos meios nutritivos ou de enriquecimento apds 24 horas de incubacdo, produzindo
colonias redondas, lisas, elevadas e brilhantes, com cerca de 1 a 2 mm e com uma coloracao
que varia entre branco-acinzentado e amarelado. De acordo com a sua capacidade em coagular
o citrato no soro, transformando a fibrina em fibrinogénio, e para o qual € necessaria a enzima
coagulase, dividem-se, ainda, em coagulase positivos e negativos (Bond & Loeffler, 2012). Os
estafilococos coagulase positivos incluem Staphylococcus aureus, Staphylococcus
pseudintermedius, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus delphini, Staphylococcus
schleiferi subespécie coagulans, Staphylococcus hyicus e Staphylococcus lutrae. As restantes

espécies do género sdo classificadas como coagulase negativas (Quinn et al., 2002).

2.2 — Taxonomia

S. intermedius foi descrito pela primeira vez em 1976 por V. Hajeck, tendo sido isolado
de pombos, cdes, martas e cavalos, permitindo uma importante distin¢do entre S. aureus e a
nova espécie (Hajeck, 1976; Devriese et al. 2009; Bannoehr & Guardabassi, 2012; Bond &
Loeffler, 2012). Apesar de Hajeck ter observado algum grau de heterogeneidade entre as
estirpes que descreveu como S. intermedius, 0 nome da espécie permaneceu incontestado e ndo

investigado até ter sido descrito como S. pseudintermedius por Devriese et al. em 2005.
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Isolados fenotipicamente descritos como S. intermedius sdo diferenciados em trés
espécies estreitamente relacionadas: S. intermedius, S. pseudintermedius e S. delphini,
compondo assim o grupo Staphylococcus intermedius (SIG, do inglés Staphylococcus
intermedius group) (Bannoehr et al. 2007; Sasaki et al., 2007Db).

Assim devido a falta de testes fenotipicos fiaveis e testes comerciais disponiveis, a
identificacdo de rotina de S. pseudintermedius em laboratdrios de diagnostico baseia-se no facto
de outras espécies do grupo SIG serem virtualmente inexistentes no céo. Desta forma, tem sido
proposto que todos os isolados caninos sejam definidos como S. pseudintermedius, a ndo ser
qgue comprovado o contrdrio através de genotipagem (Fitzgerald, 2009; Bannoehr &
Guardabassi, 2012).

Sasaki et al. (2007b), num estudo realizado no Japdo, recorrendo a métodos
moleculares, obtiveram resultados que sugerem que a maioria das estirpes SIG isoladas da flora
comensal ou de locais de infecdo em cées devem ser reclassificadas como estirpes de S.
pseudintermedius. Bannoehr et al. (2007) chegaram a uma conclusdo semelhante na Europa,
sendo consensual que, S. pseudintermedius, e ndo S. intermedius, € a causa mais comum de

piodermite bacteriana em caes.

2.3 — Epidemiologia

Em cées saudaveis, S. pseudintermedius, compde parte da microflora cutdnea normal,
colonizando a pele, foliculos pilosos e, particularmente, regies mucocutaneas, como 0 nariz,
boca e anus (Allaker et al., 1992a; Bannoehr & Guardabassi, 2012). Este adere as células
epidérmicas da pele de cdes saudaveis, no entanto parece demonstrar maior adesdo para as de
caes atopicos, possuindo estes maior taxa de colonizac¢do (Simou et al., 2005; McEwan et al.,
2006; Fazakerley et al., 2009). A pele de cachorros é colonizada por Staphylococcus spp. pouco
tempo apos o parto, provavelmente como resultado de transmisséo vertical pela progenitora,
com uma taxa de colonizagdo relativamente elevada (Allaker et al., 1992b; Saijonmaa-
Koulumies & Lloyd, 2003; Paul et al., 2014)

E importante conhecer os locais comuns de infecdo, ja que colheitas em localizagdes
irrelevantes podem conduzir a falsos negativos, uma subestimacdo da sua prevaléncia, bem
como aumento do numero de culturas bacterianas o que resulta em maior despesa e perda de
tempo (Rubin & Trejo, 2011).
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S. pseudintermedius constitui cerca de 90% dos estafilococos isolados de cées
saudaveis portadores e com doenca dermatoldgica subjacente (Griffeth et al., 2008; Fazakerley
et al., 2009; Bannoehr & Guardabassi, 2012). Griffeth et al. (2008) conduziram um estudo em
50 cées saudaveis e 59 cées com inflamacéo cutanea, onde analisaram, por cultura bacteriana,
zaragatoas recolhidas de cinco locais. Estes autores concluiram que 68% dos animais saudaveis
(34/50) estavam colonizados com S. pseudintermedius. Pinchbeck et al. (2006) descreveram,
ainda, que mais de 94% de S. pseudintermedius isolados de les6es dermatoldgicas de cdes com
piodermite eram geneticamente idénticos aos isolados recolhidos dos locais de colonizacéo.

Na Dinamarca, Paul e colaboradores (2012) realizaram um estudo em 119 cées
saudaveis na Dinamarca tendo observado que a combinacdo de zaragatoas da mucosa bucal e
perineo permite a detegcdo de aproximadamente 90% dos portadores saudaveis e aumenta a
probabilidade da sensibilidade de detecdo de portadores em 25% (perineo) e 26% (mucosa
bucal) em comparacdo com a analise de uma Unica localizag&o.

Além de estar na origem da piodermite canina, S. pseudintermedius esta, ainda,
associado a otite, infecdes de feridas e do trato urinario inferior, podendo, no entanto, estar
também envolvido em outros tipos de infe¢des adquiridas (Tse et al., 2011; Bannoehr &
Guardabassi, 2012).

Infecbes nosocomiais de feridas cirdrgicas em cédes e gatos também se encontram
descritas, alertando para o risco de transmissdo nosocomial de Staphylococcus
pseudintermedius resistentes a meticilina (MRSP, do inglés methicillin-resistant
Staphylococcus pseudintermedius) em ambiente hospitalar e enfatizando a necessidade de boas
praticas de higiene (Weese & van Duijkeren, 2010).

S. pseudintermedius raramente coloniza a pele de humanos, no entanto, em individuos
com contacto regular com cées a taxa de coloniza¢do aumenta (Guardabassi et al., 2004). Este
é considerado um patogenio zoondtico, sendo que infecdo pode ocorrer atraves de ferida por
mordida (Tanner et al., 2000). Em 2006, foi identificado o primeiro caso de infecdo por S.
pseudintermedius num humano (Van Hoovels et al., 2006). Sasaki et al. (2007b) descreveram,
também, a identificacdo de duas estirpes em humanos como pertencendo a S. intermedius,

previamente a nova reclassificagéo.
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2.4 — Emergéncia da resisténcia a meticilina

No passado, a maioria das infecdes causadas por S. pseudintermedius em cées eram
tratadas com sucesso, com antibioterapia empirica ou baseada em testes de suscetibilidade
(Bond & Loeffler, 2012).

A multirresisténcia, ou seja, resisténcia a, pelo menos, trés classes antibidticas era algo
extremamente raro, pelo menos na Europa (Lloyd et al., 1996; Guardabassi et al., 2004;
Coombs et al., 2006; Schwarz et al., 2010; Bond & Loeffler, 2012).

A meticilina, um antibiotico semissintético derivado da penicilina, pertencente a classe
dos betalactdmicos, foi introduzida em 1959 para combater estafilococos produtores de
betalactamases resistentes a penicilina. Pouco tempo depois, estirpes de Staphylococcus aureus
resistentes & meticilina (MRSA, do inglés Methicillin-resistant Staphylococcus aureus) foram
isoladas, principalmente em ambiente hospitalar. A resisténcia a meticilina reflete a expressdo
do gene mecA que codifica uma proteina de ligacdo a penicilina (PBP2a, do inglés Penicillin
Binding Protein) cuja baixa afinidade para antibi6ticos betalactamicos torna penicilinas e
cefalosporinas ineficazes (Loeffler et al., 2007; Bond & Loeffler, 2012). O gene mecA encontra-
se localizado na cassete cromossomica estafilococica mec (SCCmec, do inglés Staphylococcal
Cassette Chromosome mec), um elemento genético movel de grandes dimensfes. Este
mecanismo, bem como outros determinantes genéticos adicionais que serdo posteriormente
descritos, conferem, frequentemente, resisténcia concomitante a outros antibi6ticos
clinicamente relevantes (Fitzgerald, 2009; Bond & Loeffler, 2012; Perreten et al., 2013).

A aquisicdo do SSCmec por estirpes de S. pseudintermedius levou a dramaética
emergéncia de MRSP pela Europa, particularmente entre 2005 a 2006 (Loeffler et al., 2007;
Schwarz et al., 2008; Perreten et al., 2010; Bond & Loeffler, 2012).

Apesar da resisténcia a meticilina em estafilococos ndo estar sempre associada a
multirresisténcia, a maioria dos MRSP descritos na literatura apresentam resisténcia a maioria
dos antibidticos clinicamente relevantes (Bond & Loeffler, 2012). O clone dominante de MRSP
na Europa, sequence type (ST)71, é, normalmente, resistente aos betalactamicos,
aminoglicosideos, macrolidos, lincosamidas, tetraciclinas, cloranfenicol, trimetoprim e
fluoroquinolonas e suscetivel apenas a amicacina, acido fucidico, rifampicina, vancomicina,
teicoplanina e linezolida, limitando assim as op¢des terapéuticas do Médico Veterinario (Bond
& Loeffler, 2012; Frank & Loeffler, 2012; Perreten et al., 2013).
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2.5 — Fatores de risco para colonizacdo e infecdo

Apesar de ndo existirem muitos estudos no que diz respeito a fatores de risco para
colonizacdo e infecdo em S. pseudintermedius, cdes com infe¢cbes por MRSP teriam sido
tratados com antibidticos previamente ao aparecimento de infecdo. Tal indica que a utilizagdo
de antibidticos constitui um fator de risco para infecGes por MRSP (Sasaki et al., 2007a; van
Duijkeren et al., 2011).

Hospitalizagdo e tratamento antibidtico prévios também estdo associados a
colonizacdo por MRSP em cées admitidos a clinica (Nienhoff et al., 2011).

Uma vez que infecdes de feridas cirargicas sao, frequentemente, causadas por MRSP,
intervencdes cirurgicas sdo consideradas potenciais fatores de risco (Mig¢dzobrodzki et al.,
2010; van Duijkeren et al., 2011).

3 — Métodos para determinacao de resisténcia a antibioticos

O desenvolvimento de resisténcias bacterianas resultou numa necessidade premente
de testar os agentes patogénicos contra variadas concentracfes de determinados antibiéticos,
por forma a determinar a suscetibilidade ou resisténcia aos mesmos (Hudzicki, 2013).

Existem inOmeros métodos laboratoriais que permitem a determinacdo de
suscetibilidade e resisténcia, sendo que, de entre os mais utilizados, se encontram os métodos
de microdiluicdo em caldo, de gradiente antimicrobiano, de difusdo em disco, entre outros
métodos automatizados (Jorgensen & Ferraro, 2009).

Os testes de suscetibilidade sdo, assim, métodos padronizados utilizados para avaliar
a eficacia de antibioticos e outros agentes antibacterianos em organismos patogénicos (Leboffe
& Pierce, 2011).

De um modo geral, os métodos atualmente disponiveis fornecem uma informacao
precisa no que concerne a detecdo de mecanismos de resisténcia, constituindo ferramentas

essenciais para a determinacdo de uma abordagem terapéutica adequada.

3.1 — Teste de suscetibilidade de Kirby-Bauer por difusdao em disco

O método original para determinacdo de suscetibilidade, baseada em métodos de

diluicdo em caldo, apesar de atualmente ser considerado o método de eleicdo, é bastante
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moroso, 0 que levou ao desenvolvimento do procedimento de difusdo em disco (Hudzicki,
2013).

No inicio dos anos 50, a maioria dos laboratdrios de microbiologia clinica nos Estados
Unidos tinham adotado o método de difusdo em disco para determinar a suscetibilidade de
bactérias a antibidticos. Tendo cada laboratorio adaptado os procedimentos as suas proprias
necessidades, inUmeros investigadores publicaram variacdes do mesmo, resultando, assim, em
multiplos protocolos e numa falha de uniformidade (Hudzicki, 2013).

Em 1956, W.M.M. Kirby e colegas da University of Washington School of Medicine
and the King County Hospital propuseram um unico método para andalise de suscetibilidade a
antibidticos de forma a consolidar todas as variantes num tnico método (Winn Jr. et al., 2006).

A auséncia de um método padronizado para determinacdo da suscetibilidade
bacteriana por difusdo em disco permaneceu um problema durante o inicio dos anos 60, levando
Kirby e 0 seu colega A.W. Bauer a realizarem uma revisao exaustiva da literatura existente. Os
resultados publicados levaram a Organizacdo Mundial de Satde (OMS) a desenvolver em 1961
um procedimento padrdo para o teste de suscetibilidade por difusdo em disco, denominado, a
partir desse momento, de teste de suscetibilidade de Kirby-Bauer por difusédo em disco (Winn
Jr. et al., 2006).

Atualmente, o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) é responsavel por
atualizar e modificar o procedimento original de Kirby e Bauer, através de um processo de
consenso (Hudzicki, 2013).

O teste de suscetibilidade de Kirby-Bauer por difusdo em disco tem como propoésito
determinar a suscetibilidade ou resisténcia de patogéneos aerébios ou bactérias anaerobias
facultativas a varios compostos antibidticos, por forma a auxiliar na selecdo de opcdes de
tratamento (Leboffe & Pierce, 2011; Hudzicki, 2013).

A bactéria considerada patogénica é cultivada em meio de agar Mueller-Hinton, na
presenca de varios discos de papel de filtro de 6 mm impregnados com Vvérios tipos de
antibiéticos (Hudzicki, 2013).

A medida que o antibi6tico difunde através do agar, é estabelecido um gradiente de
concentracdo, sendo que, quando o organismo € suscetivel ao mesmo, uma zona mais clara
surge em redor do disco onde ocorreu inibi¢do do crescimento (Leboffe & Pierce, 2011). O
crescimento bacteriano ocorre na presenca do principio ativo quando a bactéria atinge o ponto
de massa critica e consegue ultrapassar o efeito inibidor do mesmo (Winn Jr. et al., 2006;

Hudzicki, 2013). O tempo que a bactéria demora a atingir a massa critica varia de acordo com
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a estirpe, meio e temperatura de incubacao (Winn Jr. et al., 2006; Hudzicki, 2013). O ponto em
que uma bactéria atinge a massa critica € apresentado através de uma margem circular, bem
demarcada por crescimento bacteriano em torno do disco (Hudzicki, 2013). A concentracdo de
antibidtico nesta margem é denominada de concentracdo critica (Winn Jr. et al., 2006). O
tamanho da zona de inibicdo depende da suscetibilidade da bactéria ao agente em especifico e
0 ponto em que a concentracdo minima inibitoria (CMI) é atingida (Leboffe & Pierce, 2011).
A espessura do agar é, também, um fator que determina o tamanho da zona de inibicéo, j& que
o principio ativo se difunde em trés dimensdes, uma camada mais fina ird produzir uma maior
zona de inibicdo do que uma camada mais espessa (Winn Jr. et al., 2006; Hudzicki, 2013).

A presenca ou auséncia de crescimento em redor dos discos € um meio indireto de
mensuracdo da capacidade que esse antibiético possui para inibir o crescimento (acdo
bacteriostatica) sobre a bactéria em teste (Hudzicki, 2013).

Os resultados obtidos através deste método sdo, assim, do tipo qualitativo, em que a
categoria de suscetibilidade (suscetivel, intermédio ou resistente) advém do teste ao invés do
valor de CMI (Jorgensen & Ferraro, 2009).

As vantagens deste método consistem na simplicidade do mesmo, na ndo necessidade
de equipamento especializado, na obtencédo de resultados categdricos facilmente interpretados
pelo clinico e na flexibilidade da selecdo dos discos de antibidticos selecionados. Este €, ainda,
0 método para determinacdo de suscetibilidade menos dispendioso. Como desvantagens
apresenta a falta de mecanizacdo e automatizacao e o facto de nem todas as bactérias fastidiosas
ou de crescimento lento poderem ser testadas com precisao (Jorgensen & Ferraro, 2009).

3.2 — Concentracdo minima inibitoria

A concentragdo minima inibitoria é definida como a concentragdo minima a que uma
substancia ira inibir o crescimento visivel de um organismo em testes de suscetibilidade in vitro
e apos uma incubacdo de 24 horas (Andrews, 2001).

A CMI é considerada o método de elei¢do para determinacdo de suscetibilidade de
microrganismos e, por conseguinte, utilizado para avaliar o desempenho de todos os outros
métodos de analise de suscetibilidade (Andrews, 2001).

Esta técnica €, ainda, utilizada para que os laboratérios de diagndstico confirmem

resisténcias pouco comuns e oferecam uma resposta definitiva quando um resultado
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inconclusivo € obtido por outros métodos, ou quando métodos por difusdo em disco ndo séo
apropriados (Andrews, 2001).

A vantagem desta técnica advem da obtencéo de um resultado quantitativo. A principal
desvantagem do método de macrodiluicdo prende-se com a morosidade da preparacdo das
solucdes antibidticas para cada teste, da possibilidade de erro na preparacdo das mesmas e da
grande quantidade de reagentes e espaco exigido para cada andlise (Jorgensen & Ferraro, 2009).

A miniaturizacdo desta técnica, utilizando um pequeno dispositivo de plastico
denominado de placa de microdilui¢do, tornaram os testes de diluicdo em caldo préaticos e
populares (Jorgensen & Ferraro, 2009).

As vantagens da técnica de microdiluigdo incluem a geracdo de CMI’s, a
reprodutibilidade, bem como a conveniéncia de ter painéis preparados, economia de reagentes
e necessidade de um espaco reduzido. A principal desvantagem deste método resulta de alguma
inflexibilidade na selecdo dos principios ativos disponiveis nos painéis comercializados

(Jorgensen & Ferraro, 2009).

4 — Antibioterapia

4.1 — Linhas de orientacdo para tratamento de piodermite bacteriana

As linhas de orientacdo para o diagnostico e tratamento da foliculite bacteriana
superficial canina foram desenvolvidas entre 2011 e 2013 pelo Antimicrobial Guidelines
Working Group da International Society for Companion Animal Infectious Disease (ISCAID).
Estas linhas de orientacdo foram estabelecidas devido a crescente preocupacao em relagdo ao
aumento de resisténcias antibioticas verificada nos ultimos anos em S. pseudintermedius como
agente patdgenico na foliculite bacteriana.

E importante salientar que estas linhas de orientacdo foram desenvolvidas
especificamente para o diagnostico e tratamento de piodermite bacteriana superficial, sendo
apenas aplicaveis a cées e, primariamente, direcionadas para ajudar o Medico Veterinario de
animais de companhia, em clinica de primeira opinido (Hillier et al., 2014).

Apesar dos principios gerais relacionados com a utilizacdo de antibidticos na
piodermite bacteriana superficial poderem ser aplicaveis a uma variedade de infecGes
bacterianas dermatologicas caninas, existem diferencas significativas entre as mesmas, o que

pode estar associado com a profundidade da infecdo e o agente patogénico envolvido. Estas
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linhas de orientacdo ndo devem, assim, ser aplicadas a outros tipos de infecfes sem uma
consideracdo cuidada de cada caso clinico (Hillier et al., 2014).

Quando possivel, deve recorrer-se a laboratérios que cumpram protocolos
estabelecidos e cujos resultados sejam interpretados de acordo com os valores recomendados
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI), incluindo o subcomité Veterinary
Antimicrobial Susceptibility Testing (CLSI-VAST), ou o European Committee on
Antimicrobial Suscetibility Testing (EUCAST) e outras organizacgdes publicas reconhecidas a
nivel internacional (Hillier et al., 2014).

Segundo as linhas de orientacdo, os seguintes antibidticos devem ser testados em todos
os isolados de estafilococos: eritromicina, clindamicina, tetraciclina (para testar suscetibilidade
a doxiciclina), trimetoprim-sulfametoxazol, gentamicina, cefalotina (ou cefazolina,
representando cefalosporinas de primeira geracao), cefpodoxime (representando cefalosporinas
de terceira geragdo; no entanto, este antibidtico ndo se encontra & venda em Portugal),
amoxicilina-acido clavulanico, oxacilina (para avaliacdo da resisténcia a meticilina) e
enrofloxacina (para avaliar a suscetibilidade as fluoroquinolonas). A inclusdo de outras
fluoroguinolonas pode ser considerada se a enrofloxacina néo for a fluoroquinolona de escolha.
Se for determinada resisténcia a eritromicina, na presenca de suscetibilidade a clindamicina,
deve ser realizado o D-test (ou métodos moleculares para detecdo de genes erm) para determinar
a probabilidade de ocorréncia de resisténcia induzivel. Antibioticos adicionais que possam ser
relevantes para o tratamento de infecbes com estafilococos resistentes a meticilina incluem

ainda: amicacina, cloranfenicol, minociclina e rifampicina (Hillier et al., 2014).

4.1.1 — Recomendacdes na selecdo da antibioterapia para o Médico Veterinario

A selecdo de antibioticos sistémicos deve basear-se na disponibilidade, seguranca,
custo, prevaléncia local de estafilococos resistentes e fatores especificos do animal, como, por
exemplo, doenca concomitante, administracdo de outros farmacos, reagdes a medicacGes
prévias, entre outros (Hillier et al., 2014).

E exequivel a utilizacio de dados anteriormente publicados no que concerne a eficacia
antibiotica para tratamento de piodermite canina, bem como dados acerca da suscetibilidade do
grupo SIG, por forma a estimar a probabilidade de sucesso no tratamento de infecGes
estafilococicas de pele com diferentes antibioticos. Deste modo, é possivel classifica-los em
antibioticos de primeira, segunda e terceira escolha (Beco et al., 2013).
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Opcdes para um antibiotico apropriado para tratamento empirico de foliculite
bacteriana superficial, quando néo estdo presentes fatores de risco para desenvolvimento de
resisténcia antibidtica, encontram-se reunidas no grupo de primeira escolha. Os antibioticos de
primeira escolha englobam a clindamicina ou lincomicina, cefalosporinas de primeira geracao,
como a cefalexina ou cefadroxil, amoxicilina-acido clavulanico e sulfonamidas potenciadas
pelo trimetoprim ou ormetoprim (Hillier et al., 2014). Em casos de foliculite de primeira
ocorréncia, apesar da abordagem poder ser empirica, pode-se considerar a cultura e o
antibiograma antes de iniciar o tratamento.

Os antibiodticos de segunda escolha devem ser utilizados, apenas, quando os de
primeira escolha e tratamento topico nao séo apropriados, bem como quando os resultados da
cultura e suscetibilidade indicam suscetibilidade aos mesmos (Hillier et al., 2014). Estes
antibidticos ndo sdo apropriados para tratamento empirico (Authier et al., 2006). Este grupo
abrange a doxiciclina ou minociclina, o cloranfenicol, as fluoroquinolonas (como
enrofloxacina, marbofloxacina, orbifloxacina, pradofloxacina e ciprofloxacina), que devem
apenas ser utilizadas quando outras opcOes praticaveis ndo se encontrem disponiveis, a
rifampicina e os aminoglicosideos (incluindo gentamicina e amicacina) (Hillier et al., 2014).
Podem, ainda, ser considerados como primeira ou segunda escolha as cefalosporinas de terceira
geragdo, como a cefovecina e cefpodoxime, uma vez que ndo houve consenso na categorizacao
destes antibidticos. Estas cefalosporinas sdo de largo espetro e, também, eficazes contra as
bactérias Gram-negativas, quando em comparagdo com as cefalosporinas de primeira geracdo
(Hillier et al., 2014).

A utilizacdo de antibi6ticos de terceira escolha é fortemente desencorajada mesmo face
a suscetibilidade, incluindo-se nesse grupo a linezolida, teicoplanina e vancomicina (Hillier et
al., 2014). Do ponto de vista ético, o uso destes antibidticos hospitalares devera ser exclusivo
para o tratamento de infecdes graves por S. aureus resistentes a meticilina em humanos.

Teoricamente, seria ideal se a comunidade veterinaria tivesse acesso a uma selegéo de
antibidticos para terapia empirica de baixo espetro, especificamente classificados para
tratamento de foliculite bacteriana superficial canina e a que a maioria dos isolados de S.
pseudintermedius ainda fosse suscetivel. Infelizmente, esta € uma rara possibilidade, dado que,
em alguns paises, os antibioticos regularmente utilizados ndo possuem rétulo, poucos dos mais
usados sdo de baixo espetro, muitos dos que estdo registados e aprovados para tratamento de
foliculite bacteriana superficial canina estdo associados a ocorréncia de infegdes

multirresistentes, e existe uma variabilidade geografica na suscetibilidade do S.
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pseudintermedius a muitos dos antibioticos disponiveis (Authier et al., 2006; Frank et al.,
2012). Assim sendo, as linhas de orientacdo enfatizam o uso responsavel dos antibioticos e
recomendam fortemente o recurso a cultura bacteriana e antibiograma como um dos fatores
determinantes da eficacia no tratamento das infegBes multirresistentes.

Atualizacdes regulares acerca dos padrdes de suscetibilidade aos antibidticos
utilizados em Medicina Veterinaria tornam-se, assim, imprescindiveis por forma a evitar o
desenvolvimento e propagacdo de resisténcia antibiotica, particularmente no emergente S.
pseudintermedius resistente a meticilina (Authier et al., 2006, Beco et al., 2013, Hillier et al.,
2014).

4.2 — Escolhas antibidticas para o tratamento de piodermite bacteriana

4.2.1 — Classe dos betalactamicos
4.2.1.1 — Grupo das penicilinas
4.2.1.1.1 — Oxacilina como marcador para resisténcia a meticilina

Em 1928, Alexander Fleming observou que um bolor, do género Penicillium,
contaminando uma placa de Petri colonizada por estafilococos, se encontrava rodeado por uma
zona distinta sem crescimento bacteriano. Foi entdo demonstrado que Penicillium produzia uma
poderosa substancia antibacteriana, relativamente ndo toxica para animais, mas ativa contra
uma variedade de bactérias Gram-positivas, tendo sido denominada de penicilina. Assim foi
isolada a Penicilina G, uma penicilina natural, introduzida em 1940 para uso clinico, tendo sido
considerada o principio ativo mais poderoso da altura e primeiro antibiético introduzido na
medicina (Riviere & Papich, 2009; Prescott, 2013a). Pouco tempo apds a sua introdugéo, foi
adquirida resisténcia por parte de S. aureus através de uma enzima, a betalactamase, que
hidrolisa o anel betalactamico constituinte das penicilinas. Na tentativa de contornar este
problema foi desenvolvido, em 1959, um betalactamico sintético de curto espetro pertencente
ao grupo das penicilinas, a meticilina. Estirpes de S. aureus resistentes a meticilina foram
identificadas imediatamente apds a introdugdo da mesma na pratica clinica, € 0s primeiros
surtos surgiram na Europa em inicios dos anos 60 (Chambers, 1997; Duquette & Nuttall, 2004;
Bond & Loeffler, 2012). Apesar de j& ndo ser comercializada, o termo “resistente a meticilina”

permanece para descrever estirpes de estafilococos resistentes as betalactamases.
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A meticilina faz entdo parte do grupo das penicilinas antiestafilocécicas, onde também
se inclui a oxacilina, fazendo esta ultima parte do subgrupo das penicilinas isoxazolil (Riviere
& Papich, 2009). Apesar deste grupo ser representado pela meticilina, é recomendado pelo
CLSI que a oxacilina, devido a sua maior estabilidade, seja utilizada como substituto para
detetar resisténcia in vitro, sendo um indicador valioso para a extensa resisténcia aos
antibioticos betalactamicos em laboratorios de diagndstico (Duquette & Nuttall, 2004; Jones et
al., 2007; Loeffler et al., 2007; Bemis, 2009; Riviere & Papich, 2009; Frank & Loeffler, 2012).

As penicilinas antiestafilococicas possuem atividade contra vérios estafilococos
produtores de betalactamases, contra outras bactérias Gram-positivas e atividade limitada
contra Gram-negativas e espiroquetas (Riviere & Papich, 2009).

Além das penicilinas, seus derivados, e cefalosporinas, os betalactdmicos mais
utilizados, encontram-se ainda nesta classe os grupos dos inibidores das betalactamases, 0s
carbapenemes e monobactamos (Mealey, 2001; Riviere & Papich, 2009).

As penicilinas sdo entdo consideradas bactericidas tempo-dependentes, exercendo o
seu efeito ao prevenirem a transpeptidacdo da sintese da parede celular bacteriana e
desregularem a integridade celular bacteriana (Riviere & Papich, 2009; Prescott, 2013a).

Existem trés mecanismos de resisténcia a antibidticos betalactdmicos distintos:
diminuicdo da penetracdo através da membrana celular externa por forma a aceder as enzimas
da parede celular, producdo de betalactamases e resisténcia das PBP’s a ligagdo por
betalactamicos (Riviere & Papich, 2009).

A producdo de betalactamases, codificada pelo gene blaz, é o principal mecanismo de
resisténcia, sendo que algumas sdo especificas para penicilinas, as penicilinases, outras para
cefalosporinas, as cefalosporinases, sendo que existem ainda betalactamases com afinidade
para ambas (Mealey, 2001; Riviere & Papich, 2009). Os genes que codificam as betalactamases
ocorrem através de mutacdo cromossoémica ou por transferéncia por plasmideos ou transposdes,
podendo ser transmitidas para outras bactérias (Mealey, 2001; Riviere & Papich, 2009; Prescott,
2013a). Existem ainda betalactamases especificamente produzidas por estafilococos coagulase
positivos e algumas estirpes coagulase negativas. Estas enzimas normalmente ndo inativam
cefalosporinas e penicilinas antiestafilococicas, mas podem ser inibidas por inibidores de
betalactamases como o acido clavulanico (Riviere & Papich, 2009).

A resisténcia a meticilina em S. pseudintermedius €, normalmente, caracterizada pela
presenca do gene mecA, que confere resisténcia tanto a meticilina, como para todos 0s outros

antibioticos betalactamicos, incluindo penicilinas, cefalosporinas e carbapenemos (Loeffler et
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al., 2007; Riviere & Papich, 2009; Frank & Loeffler, 2012). O gene mecA encontra-se
localizado na SCCmec, um elemento genético movel de grandes dimensdes (Descloux et al.,
2008; Bond & Loeffler, 2012).

Os locais de ligacdo dos betalactamicos sdao denominados de PBP’s, sendo estas
enzimas constituintes da parede celular. Podem existir entre duas a oito PBP’s, numeradas de
acordo com o seu peso molecular. As PBP’s mais afetadas pelos betalactamicos sao as PBP1,
2 e 3. O gene mecA codifica uma PBP alterada, a PBP2a, proteina esta que resiste a ligacdo dos
antibioticos betalactamicos e torna a bactéria que contém este gene resistente. A PBP2a é a base
de resisténcia a meticilina e oxacilina (Riviere & Papich, 2009; Weese & van Duijkeren, 2010;
Perreten et al., 2013). Se um estafilococo apresentar resisténcia fenotipica a meticilina, é
considerado um marcador para resisténcia aos betalactdmicos mediada pelo gene mecA (Riviere
& Papich, 2009).

4.2.1.2 — Grupo das penicilinas associadas a inibidores das betalactamases
4.2.1.2.1 — Amoxicilina-acido clavulanico

A amoxicilina é uma penicilina semissintética, pertencente ao subgrupo das
aminopenicilinas. Este antibidtico penetra a camada superficial de algumas bactérias Gram-
negativas e o seu espetro de atividade é assim mais largo que o das penicilinas naturais. No
entanto, resisténcia adquirida é comum de ocorrer, sendo este grupo suscetivel as
betalactamases (Riviere & Papich, 2009).

Nos anos 50 foi identificada a capacidade da cefalosporina C em inibir uma
betalactamase produzida por Bacillus cereus. O resultado de varios estudos foi a identificacdo
em 1972 do primeiro, clinicamente util, inibidor das betalactamases, o acido clavulanico,
produto da fermentacdo de Streptomyces clavuligerus (Mealey, 2001; Toussaint & Gallagher,
2015).

Assim sendo, por forma a ultrapassar a resisténcia as betalactamases, inibidores das
mesmas foram combinados com aminopenicilinas, aumentando assim o seu espetro (Mealey,
2001; Riviere & Papich, 2009; Prescott, 2013a; Toussaint & Gallagher, 2015). Em 1981, a
combinacdo de amoxicilina e acido clavulanico comecou a ser comercializada na Europa, sendo
que, até hoje, o acido clavulanico é o Unico inibidor das betalactamases disponivel em

formulacdo oral (Toussaint & Gallagher, 2015).
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Os inibidores das betalactamases ligam-se a enzima bacteriana de forma irreversivel,
formando um complexo enzimatico inativo e possibilitando que o antibidtico coadministrado,
neste caso a amoxicilina, exerca o seu efeito antibacteriano (Mealey, 2001; Riviere & Papich,
2009; Toussaint & Gallagher, 2015).

A férmula veterinaria possui um racio fixo de 4:1 de amoxicilina e acido clavulanico
respetivamente, mas, devido a reduzida absorcao deste ultimo, o racio in vivo pode ser bastante
variavel e até 20:1 (Mealey, 2001; Riviere & Papich, 2009).

A posologia atualmente recomendada para a amoxicilina-acido clavulanico é de 12,5-
25 mg/kg per os BID (Hillier et al., 2004).

Stegemann & Sherington (2007) referem uma taxa de eficcia de tratamento de
piodermite superficial e profunda de 92,5% com amoxicilina-acido clavulanico, administrada
na dose recomendada e durante 28 dias.

Possiveis efeitos secundarios incluem altera¢fes gastrointestinais, como vomitos e
diarreia, menos marcados com a administracdo de amoxicilina isolada, uma vez que esta é
melhor absorvida. O risco de reacédo alérgica, ou reacdo anafilatica, sdo também efeitos adversos

transversais a todos os betalactamicos (Mealey, 2001; Prescott, 2013a).

4.2.1.3 — Grupo das cefalosporinas
4.2.1.3.1 — Cefalotina

Em 1945 foi isolada, por Giuseppe Brotzu, a primeira cefalosporina a partir do fungo
Cephalosporium acremonium, recolhido de um esgoto na ilha italiana de Sardenha, a
cefalosporina C. Em 1962, a primeira cefalosporina tornou-se disponivel para uso clinico
(Riviere & Papich, 2009).

As cefalosporinas sdo derivados semissintéticos da cefalosporina C e classificam-se
em primeira, segunda, terceira e quarta geracéao, sendo esta classificacdo baseada no seu espetro
de atividade (Riviere & Papich, 2009; Prescott, 2013Db).

A primeira geragdo possui atividade contra a maioria das bactérias Gram-positivas,
exceto enterococos, e inclui estafilococos produtores de betalactamases. A segunda geracao
possui maior atividade contra Gram-negativas resistentes as de primeira geracéo,
provavelmente atribuida a maior resisténcia as betalactamases, mas ndo possuem melhor

atividade contra Gram-positivas. As cefalosporinas de terceira geragdo, por sua vez, possuem
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uma maior atividade contra bactérias Gram-negativas do que as geracdes anteriores, mas, de
forma geral sdo menos ativas contra Gram-positivas. No entanto, existe alguma variabilidade
quanto a atividade contra estafilococos e estreptococos neste grupo. A quarta geragdo possui
um espetro que abrange cocos Gram-positivos, bacilos entéricos Gram-negativos,
Pseudomonas aeruginosa e algumas Enterobactereaceae normalmente resistentes as
cefalosporinas de terceira geracdo (Bishop, 2005; Riviere & Papich, 2009; Prescott, 2013b).

Para avaliacdo de suscetibilidade as cefalosporinas de 12 geracdo, € utilizada como
representante da classe, a cefalotina (Prescott, 2013b).

A semelhanca das penicilinas, as cefalosporinas sdo, normalmente, bactericidas e
possuem trés mecanismos de resisténcia ja& anteriormente descritos: diminuicdo da
permeabilidade e aumento do efluxo, producdo de betalactamases e resisténcia das PBP’s a
ligagéo por betalactdmicos (Riviere & Papich, 2009; Prescott, 2013Db).

Para as cefalosporinas de primeira geracdo, como a cefalexina ou cefadroxil, é
recomendada a administracao de 15-30 mg/kg BID per os (Hillier et al., 2014).

Efeitos adversos clinicamente relevantes aquando da administracao de cefalosporinas,
incluem reagdes de hipersensibilidade, embora raras, e alteragdes gastrointestinais, tais como
perda de apetite, vomitos e diarreia (Riviere & Papich, 2009).

4.2.2 — Classe das lincosamidas
4.2.2.1 — Clindamicina

A clindamicina é uma lincosamida semissintética desenvolvida em 1966 derivada da
lincomicina, um produto da fermentacdo natural da bactéria Streptomyces lincolnensis (Smieja,
1998; Batzias et al., 2004; Spizek & Rezanka, 2004).

As lincosamidas, conjuntamente com os macrélidos e streptogramina B, estdo
relacionados funcionalmente, sendo frequentemente referidos como grupo de antibidticos
MLSg (do inglés Macrolide-Lincosamide-Sreptogramin B) (Rich et al., 2005). Em
concordancia com o seu mecanismo de a¢do, muitas vezes é desenvolvida resisténcia bacteriana
cruzada as lincosamidas, macrélidos e streptogramina B (Spizek & Rezanka, 2004).

As lincosamidas possuem um espetro de acdo moderado, sendo que a clindamicina
demonstrou ter uma atividade antibacteriana superior em comparagdo com a lincomicina

(Batzias et al., 2004; Giguere, 2013a). O seu espetro de a¢do compreende, assim, bactérias
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Gram-positivas, principalmente associadas a infecGes de pele, sendo particularmente Util em
infecdes estafilococicas, bem como bactérias anaerobias e algumas infe¢fes por protozoarios
em pequenos animais (Noli & Boothe, 1999; Rich et al., 2005; Giguére, 2013a). A sua
utilizacdo em animais de companhia detém um papel relevante no tratamento de piodermite
bacteriana superficial e profunda (Scott et al., 1998; Bloom & Rosser, 2001).

Apesar de considerada um antibidtico bacteriostatico, alguns estudos sugerem que
possui uma atividade bactericida concentracdo-independente e tempo-dependente (Noli &
Boothe, 1999; Batzias et al., 2004; Spizek & Rezanka, 2004).

A clindamicina, a nivel molecular, ¢ um classico inibidor da sintese proteica
bacteriana, ligando-se reversivelmente ao ribossoma 23S de ARN (Acido Ribonucleico) da
subunidade ribossémica 50S (Spizek & Rezanka, 2004; Rich et al., 2005; Giguére, 2013a).

Existem dois mecanismos principais de resisténcia adquirida no grupo MLSg: efluxo
ativo do antibidtico para o espago periplasmatico codificado pelo gene msrA, o que confere
resisténcia aos macrolidos e streptogramina mas nao as lincosamidas, como a clindamicina; e
modificacdo do local alvo do ribossoma, codificado pelo gene erm (Leclercq, 2002; Spizek &
Rezanka, 2004; Rich et al., 2005; Fernandes et al., 2007; Giguére, 2013a), particularmente o
ermB em S. pseudintermedius (Perreten et al., 2010). Os genes erm sdo adquiridos através de
elementos moveis e podem encontrar-se no cromossoma bacteriano ou plasmideos (Gigueére,
2013a). A resisténcia resultante dos genes erm pode ser, ainda, de dois tipos, constitutiva ou
induzivel. A resisténcia constitutiva ¢ permanentemente expressa e o fenotipo demonstra
resisténcia a todo o grupo MLSg, € a resisténcia induzivel ocorre quando bactérias resistentes
aos macroélidos, mas inicialmente suscetiveis a clindamicina, rapidamente desenvolvem
resisténcia as lincosamidas quando expostas a um macrdlido (Leclercq, 2002; Spizek &
Rezanka, 2004; Giguére, 2013a). Outro mecanismo envolve inativacio enzimatica mediada por
nucleotidiltransferases, sendo esta codificada pelo gene Inu (A-F) (Giguére, 2013a).

O clorhidrato de clindamicina est4d comercialmente disponivel em formulagdes para
administracdo oral, em cépsulas, comprimidos e solucdo oral (Bishop, 2005), sendo
convenientemente absorvido e conseguindo penetrar bem na pele infetada (Noli & Boothe,
1999). Atualmente é recomendada uma administracdo de 5,5-10 mg/kg per os duas vezes por
dia (Hillier et al., 2014).

Harvey et al. (1993) reportaram que o clorhidrato de clindamicina, por via oral, numa
dose de 11 mg/kg uma vez por dia, era eficaz para o tratamento de piodermite superficial em

cdes, com um sucesso de 81% e 94% apobs trés semanas e seis semanas de tratamento,
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respetivamente. No entanto, neste estudo nao sdo referidos testes de suscetibilidade das
amostras a clindamicina. Em contraste com este estudo, Bloom & Rosser (2001) referiram que
71,4% dos cdes tratados com clindamicina obtiveram uma resposta excelente ao 42° dia de
tratamento. Este resultado pode dever-se ao facto de terem sido incluidos, neste estudo,
amostras de S. intermedius resistentes a clindamicina, representando assim a escolha empirica
deste antibiotico aquando do tratamento de piodermite bacteriana.

A principal desvantagem da utilizagdo de clindamicina é o rapido desenvolvimento de
resisténcia bacteriana e distUrbios gastrointestinais ocasionais (Noli & Boothe, 1999),
resultando a sua administragdo numa alteragdo da microflora intestinal (SpiZzek & Rezanka,

2004).

4.2.3 — Classe dos macrolidos
4.2.3.1 — Eritromicina

Descoberta no inicio dos anos 50, a eritromicina € um macrdlido derivado do
actinomicete Saccharopolyspora erythraea (Riviere & Papich, 2009).

A eritromicina é maioritariamente eficaz contra bactérias Gram-positivas, incluindo
estafilococos resistentes aos betalactamicos, contra algumas bactérias Gram-negativas e a sua
eficacia contra bactérias anaerobias é apenas moderada (Noli & Boothe, 1999; Albarellos et al.,
2008; Riviere & Papich, 2009).

A maioria dos autores considera a eritromicina como sendo bacteriostatica em
concentragdes terapéuticas, no entanto, esta pode ser bactericida em concentragdes elevadas e
contra um inoculo reduzido de bactérias altamente suscetiveis (Noli & Boothe, 1999; Riviere
& Papich, 2009; Giguere, 2013b).

A eritromicina atinge niveis de concentragéo eficazes em todos os tecidos, exceto no
cérebro e liquido cefalorraquidiano (Noli & Boothe, 1999). Uma vez que a sua acéo é
potenciada por um pH elevado, atingindo um efeito antibacteriano 6timo a um pH de 8,
ambientes acidos, como 0s encontrados em abcessos, tecido necrosado, estbmago ou urina
suprimem a sua atividade (Albarellos et al., 2008; Riviere & Papich, 2009).

Como ja mencionado no capitulo referente as lincosamidas, estas, conjuntamente com
os macrolidos e streptogramina B, encontram-se relacionadas funcionalmente (Rich et al.,
2005).
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A eritromicina liga-se reversivelmente a subunidade ribossémica 50S, inibindo a
sintese proteica. Este local de ligacdo sobrepbe-se com o das lincosamidas, streptogramina,
cetolidos e oxazolidinonas e encontra-se proximo ao do cloranfenicol, podendo ocorrer efeito
antagonista se administrado conjuntamente com este Gltimo (Noli & Boothe, 1999; Riviere &
Papich, 2009; Giguére, 2013b).

O mecanismo de resisténcia para 0s antibioticos macrdlidos encontra-se
convenientemente esclarecido no capitulo anterior referente as lincosamidas, uma vez que o
processo € idéntico.

A eritromicina é inibidora de enzimas microssémicas hepaticas, agindo tanto como
substrato, como inibidor das enzimas do citocromo P450, sendo este 0 que Se encontra
normalmente envolvido na metabolizacdo de principios ativos. A eritromicina aumenta, assim,
0s niveis plasmaticos de teofilina, ciclosporina, digoxina e varfarina (Riviere & Papich, 2009).

Por ser inativada pelo ambiente &cido do estbmago, sdo necessarias modificacdes da
molécula de eritromicina, como esterificacdo ou adi¢do de sais, para prevenir a sua inativacao
e melhorar a absorcdo oral (Riviere & Papich; Albarellos et al., 2011).

A eritromicina deve ser administrada trés vezes por dia per os a uma dose de 10-20
mg/kg (Noli & Boothe, 1999).

Poucos efeitos secundarios tém sido reportados, contudo alteracdes gastrointestinais,
particularmente regurgitacdo ou vomito, sdo comuns em cdes ap0s administracdo oral. Estes
distarbios podem ser resultado de um desequilibrio da flora intestinal ou devido a um efeito
procinético, uma vez que a eritromicina se liga a recetores de motilina (Noli & Boothe, 1999;
Albarellos et al., 2008; Riviere & Papich, 2009; Giguere, 2013b).

4.2.4 — Classe das sulfonamidas
4.2.4.1 — Trimetoprim-sulfametoxazol

As sulfonamidas sdo uma das classes mais antigas de antibiéticos, encontrando-se em
uso clinico ha 50 anos (Riviere & Papich, 2009). Como agente antibi6tico Unico, a sua
relevancia diminuiu consideravelmente devido a muito difundida resisténcia bacteriana e pela
sua poténcia relativamente inferior, quando em comparagdo com antibidticos mais modernos
(Prescott, 2013c). Assim sendo, a maioria das sulfonamidas para uso veterinario dependem da

adicéo de diaminopirimidinas, como por exemplo trimetoprim, a primeira a ser introduzida para
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uso clinico. E possivel, assim, alargar o espetro de atividade e aumentar a atividade
antibacteriana contra bactérias que seriam resistentes a esses principios ativos, se utilizados
individualmente (Riviere & Papich, 2009; Prescott, 2013c).

As trimetoprim-sulfonamidas sdo formuladas numa proporcéao de 1:5, respetivamente,
no entanto, encontra-se descrito que uma proporc¢ao de 1:20 seria a mais indicada para produzir
um efeito antibacteriano otimizado em animais (van Duijkeren et al., 1994). O racio de 1:20 é
aconselhado em humanos, uma vez que as diaminopirimidinas se concentram nos tecidos,
enquanto que as sulfonamidas permanecem na sua maioria no fluido extracelular, produzindo
assim um efeito sinergista e bactericida contra uma variedade de bactérias (Prescott, 2013c).
Este racio, no entanto, é bastante inferior, uma vez que a componente do trimetoprim é
excretada de forma mais répida que a sulfonamida (Riviere & Papich, 2009).

O seu espetro de atividade é amplo, incluindo bactérias aerébias Gram-positivas,
Gram-negativas e protozoarios (Riviere & Papich, 2009). N&o sdo ativas contra bactérias
anaerdbias in vivo, uma vez que a presenca de timidina e acido paraminobenzoico (PABA, do
inglés Paraminobenzoic Acid), em tecidos necrotizados, antagonizam o seu efeito bactericida
(Prescott, 2013c).

As sulfamidas interferem com a biossintese bacteriana, competindo com o PABA pela
enzima dihidropteroato sintetase e, assim, prevenindo a incorporacdo do mesmo na molécula
de 4cido folico, essencial para a sintese de ADN (Acido Desoxirribonucleico) (Prescott, 2013c).
Esta resisténcia ocorre através de mecanismos mediados por cromossomas e plasmideos
(Riviere & Papich, 2009). A mutacdo cromossomica desenvolve-se de forma lenta e gradual e
resulta de uma diminuicdo da penetracdo do antibidtico, producdo de uma enzima
dihidropteroato sintetase insensivel ou hiperproducdo de PABA. A resisténcia mediada por
plasmideos, normalmente codificada pelos genes sull, sul2 e sul3 e, por vezes, ligada a outros
genes de resisténcia, incluindo o gene dfr do trimetoprim, € mais comum. Existe ainda
resisténcia cruzada completa entre sulfamidas (Prescott, 2013c). As diaminopirimidinas
interferem com a sintese do acido tetrahidrofélico do dihidrofolato atraves de combinag¢do com
a enzima dihidrofolato redutase. Estas inibem a mesma sequéncia metabdlica que as
sulfonamidas, impedindo a sintese bacteriana de purinas e, assim sendo, do ADN. A resisténcia
normalmente é resultado de sintese de uma enzima dihidrofolato redutase resistente (Prescott,
2013c).

O CLSI alerta que, aquando da realizacdo de testes de suscetibilidade padronizados, o

meio de agar Mueller-Hinton contém quantidades excessivas de timidina ou timina, o que pode
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reverter o efeito inibidor das sulfonamidas e trimetoprim, resultando em falsos resistentes
(Riviere & Papich, 2009).

Formulages de Medicina Humana s&o, normalmente, utilizadas, encontrando-se
disponivel em suspensdo liquida de 48 mg/dL e em comprimidos de 480 e 960 mg (Riviere &
Papich, 2009).

No que concerne a posologia, encontra-se recomendada uma dose de 15 a 30 mg/kg
per os BID (Hillier et al., 2014).

O uso de sulfonamidas potenciadas, como antibioticos de primeira escolha, encontra-
se limitado pela preocupacéo acerca da relativamente elevada incidéncia de efeitos adversos as
mesmas (Trepanier, 2004). Contudo, rea¢des adversas significativas sao, normalmente, pouco
comuns em animais tratados com a dose recomendada e até duas semanas (Prescott, 2013c).
Efeitos secundarios sdo dose-dependente e incluem anemia ndo regenerativa, hematiria e
inibicdo da sintese de hormonas tiroideias (Trepanier, 2004). Numa pequena percentagem de
animais, o tratamento com sulfonamidas pode produzir reacdes idiossincraticas, ocorrendo
entre dez dias e trés semanas apos o inicio do tratamento, com rapida reincidéncia se ocorrer
nova exposicdo ao antibiotico. Em cées inclui febre, poliartropatia, discrasias sanguineas,
epistaxis, hepatoxicidade, proteinuria, linfadenopatia, edema facial, erupcdes cutaneas, uveite
e queratoconjuntivite seca. Menos observado pancreatite e meningite. Estas reaces sdo
descritas como reacdes de hipersensibilidade, uma vez que envolve uma resposta imune
mediada por células T (Trepanier et al., 2003; Trepanier, 2004). Efeitos adversos graves, mas
reversiveis, tém sido descritos em Doberman Pinschers, sendo que se deve evitar o0 uso de

sulfonamidas nesta raca em particular (Riviere & Papich, 2009).

4.2.5 — Classe das tetraciclinas
4.2.5.1 — Tetraciclina

As tetraciclinas, descobertas no final dos anos 40 e inicio dos anos 50, sdo uma classe
de antibioticos isolados a partir de varias especies de Streptomyces, tendo sido os primeiros
agentes antibacterianos de largo espetro a serem descobertos (Riviere & Papich, 2009; Maaland
etal., 2014).

Estas exibem atividade contra uma grande variedade de bactérias Gram-positivas e

Gram-negativas, bem como organismos atipicos, como clamidias, micoplasmas, algumas
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micobactérias, ricketsias, parasitas protozoarios e filarias (Roberts, 1996; Chopra & Roberts,
2001; del Castillo, 2013).

A molécula representante desta classe, em testes de suscetibilidade, é a tetraciclina,
uma vez que é mais estavel em meio de cultura do que os seus congéneres (del Castillo, 2013).

Apresentada em 1966, a doxiciclina € a tetraciclina mais utilizada na clinica de animais
de companhia, possuindo propriedades lipofilicas cerca de cinco a dez vezes mais eficazes,
quando em comparagdo com tetraciclinas mais antigas (Roberts, 1996; Schulz et al., 2011;
Maaland et al., 2013).

A atividade bacteriana in vitro da tetraciclina e doxiciclina contra S. pseudintermedius
é tempo dependente e bacteriostatica (del Castillo, 2013, Maaland et al., 2014). Devido a
resisténcia a nivel mundial, a doxiciclina é considerada um antibiético de segunda escolha no
tratamento de infe¢des estafilocdcicas, e a sua prescrigdo é, normalmente, guiada por um teste
de suscetibilidade (Maaland et al., 2014).

As tetraciclinas sdo inibidores classicos da sintese proteica, ligando-se as proteinas
16S ARN e S7 da subunidade ribossémica 30S, impedindo, desta forma, a sintese proteica
(Riviere & Papich, 2009; del Castillo, 2013).

As bactérias do género Staphylococcus sdo naturalmente suscetiveis as tetraciclinas,
no entanto, resisténcias adquiridas a tetraciclina e doxiciclina, através da aquisicao do gene tet,
sdo comuns (Kadlec et al., 2010; Perreten et al., 2010).

Existem diferentes mecanismos de resisténcia as tetraciclinas, nomeadamente,
sistemas de bomba de efluxo e alteragdo do local alvo no ribossoma impedindo, assim, a sua
ligacdo (Riviere & Papich, 2009; del Castillo, 2013). Os genes mediadores de resisténcia
encontram-se localizados em plasmideos ou transposdes, sendo que resisténcia a uma
tetraciclina ird produzir resisténcia cruzada & doxiciclina (Riviere & Papich, 2009). A
resisténcia as tetraciclinas, em estafilococos, € mediada por quatro genes de resisténcia, tet(K)
e tet(L) codificam bombas de efluxo e tet(M) e tet(O) servem de mediadores para a protecdo
ribossémica do local alvo do antibiético, sendo ainda que estes dois Ultimos conferem
resisténcia a ambas tetraciclina e doxiciclina (Roberts, 1996; Maaland et al., 2014).

Até recentemente, dimensdes de halos de Medicina Humana tém sido utilizados como
indicadores de classe para bactérias isoladas em cédes. No entanto o CLSI aprovou limites de
concentragdo critica especificos caninos para a doxiciclina para S. pseudintermedius, que serdo
incluidos na proxima edicdo das linhas de orientacdo do CLSI (Maaland et al., 2013). Estas

dimensbes de halos, atualmente aplicadas pelo CLSI, podem n&o ser apropriadas para a
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interpretacdo da suscetibilidade para isolados em cédes devido as suas caracteristicas
farmacocinéticas, local de ligacdo proteica, que pode divergir em humanos e cédes, bem como a
suscetibilidade dos isolados bacterianos, que pode ser diferente em cada espécie (Maaland et
al., 2013).

A administracdo de doxiciclina é normalmente realizada através de comprimidos de
50, 75 e 100 mg ou suspensao oral (5 mg/mL suspensdo e 10 mg/mL xarope), em doses de 5
mg/kg duas vezes por dia, ou 10 mg/kg uma vez por dia (Papich, 2013; Hillier et al., 2014).
Existem dois produtos comerciais de doxiciclina distintos disponiveis para utilizacdo em caes,
comprimidos de hiclato de doxiciclina (disponiveis em varios paises europeus) e monohidrato
de doxiciclina em comprimidos ou pasta (disponivel em outros paises, incluindo Austrlia,
Nova Zelandia e Africa do Sul) (Maaland et al., 2014).

Efeitos adversos sdo raros, no entanto, Schulz et al. (2011) conduziram um estudo
retrospetivo, por forma a avaliar os efeitos secundérios causados pela administragdo de
doxiciclina. Foi possivel inferir que sintomatologia gastrointestinal, como vomito, diarreia e
anorexia, bem como um aumento das enzimas hepaticas alanina transferase (ALT, do inglés
Alanine Transferase) e fosfatase alcalina (ALP, do inglés Alkaline Phosphatase), sdo os efeitos
secundarios mais comuns. Apesar de ambas ALT e ALP se apresentarem elevadas, apenas o
aumento da ALP estd relacionado com um aumento na dose administrada. Concluiu-se,
também, que cdes mais velhos estdo mais propensos ao desenvolvimento de efeitos secundarios,
sendo necessaria especial atencdo, nestes casos, em relacdo a dose e monitorizagcdo. Tem sido
também reportada lesdo esofagica, principalmente em gatos, com a administracdo de
comprimidos de clorhidrato de doxiciclina devido a quebra de comprimido ou capsula
incompletamente dissolvida. Tal pode ser aliviado através da administracdo de agua ou comida,
de forma a assegurar a passagem do mesmo (Papich, 2013).

Bettenay et al. (1998) conduziram um estudo em 65 cdes com piodermite bacteriana
(30 com piodermite superficial e 35 com piodermite profunda), com administragéo de
doxiciclina na dose recomendada. Remissdo completa apds trés semanas foi alcangada em 53%
dos cées com piodermite superficial e 14% dos com piodermite profunda. Uma resposta parcial
foi observada em 40% dos casos com piodermite superficial e 51% de piodermite profunda.
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4.2.5.2 — Minociclina

A minociclina, introduzida em 1972, é um produto da manipulacdo quimica da
molécula base de tetraciclina, aumentando a atividade antibacteriana ao melhorar a absor¢éo
gastrointestinal, prolongando a meia vida e amplificando a penetracdo nos tecidos (Riviere &
Papich, 2009).

A minociclina é um antibidtico bacteriostatico de largo espetro, da classe das
tetraciclinas que, tal como os outros antibidticos da sua classe, atua através da inibicdo da
sintese proteica por ligacdo a subunidade ribossomica 30S (Weese et al., 2013).

Apesar do representante da classe ser a prépria tetraciclina, e a suscetibilidade a mesma
prever a suscetibilidade a outras tetraciclinas, alguns isolados resistentes podem ser suscetiveis
a outros antibidticos como a doxiciclina e a minociclina, dependendo do seu mecanismo de
resisténcia (Papich, 2013).

A resisténcia as tetraciclinas em estafilococos € mediada através dos genes tet(M) e
tet(O), que conferem resisténcia através de protecdo ribossomica do principio ativo alvo, e pelo
tet(K) e tet(L) que codificam a bomba de efluxo (Papich, 2013; Weese et al., 2013; Maaland et
al., 2014). Estes dois ultimos genes conferem resisténcia a tetraciclina e doxiciclina, mas ndo a
minociclina (Roberts, 1996; Papich, 2013; Weese et al., 2013). Enquanto que o tet(M) é o gene
mais comum que origina resisténcia a tetraciclina em S. pseudintermedius (Schwarz, et al.,
1998), uma 6bvia associacdo tem sido reportada entre tet(K) e o globalmente generalizado clone
MRSP ST71, que apresenta um perfil de multirresisténcia caracteristico (Perreten et al., 2010;
Weese et al., 2013). A minociclina representa, assim, um antibiético de segunda escolha muito
util contra este clone MRSP em particular e outras estirpes multirresistentes contendo apenas o
gene tet(K) (Maaland et al., 2014).

A minociclina tem sido relativamente pouco estudada em Medicina Veterinaria,
possivelmente devido aos testes de suscetibilidade ndo terem sido recomendados pelas linhas
de orientacdo do CLSI (Weese et al., 2013). Uma vez que poucos laboratérios veterinarios
oferecem testes de suscetibilidade a minociclina, pouca informacdo é conhecida acerca da
suscetibilidade a mesma por parte dos agentes patogénicos veterinarios (Weese et al., 2013).

A sua utilizacdo ndo é atualmente aprovada em cées, contudo, de acordo com a
informagdo transmitida em alguns paises, a utilizacdo de minociclina é permitida se a estirpe
que causa infecdo for resistente a outros antibioticos licenciados para uso veterinario (Maaland
etal., 2014).
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A minociclina é particularmente interessante como antibidtico oral para MRSP
multirresistentes, ao inves de outras opc¢des que requerem administracdo parentérica e que
podem apresentar problemas de toxicidade, ou que sejam de uso exclusivo hospitalar humano
(Weese et al., 2013).

Os estudos de minociclina em caes sdo limitados e insuficientes para assegurar uma
dose otimizada (Maaland et al., 2014). As recomendacOes atuais para posologia sdo de 10
mg/kg per os BID (Hillier et al., 2014).

Um estudo realizado em 1967 por Noble et al., no que concerne a toxicidade da
minociclina em cdes, ndo revelou nenhuns efeitos adversos significativos apds administracdo
oral (30 mg/kg diariamente durante 30 dias) (Papich, 2013).

Maaland et al. (2014), ndo observaram efeitos adversos aquando da administragéo de
minociclina, no entanto, um dos autores, em observagdes clinicas, reportou alteracdes

gastrointestinais em doses de 20 mg/kg diérias.

4.2.6 — Classe das fluoroquinolonas
4.2.6.1 — Enrofloxacina

As fluoroquinolonas séo antibioticos sintéticos, sendo que a primeira aprovada para
uso em animais foi a enrofloxacina, em 1988 nos Estados Unidos da América (EUA) (Lizondo
et al. 1997; Riviere & Papich, 2009; Giguére & Dowling, 2013). O uso de enrofloxacina
encontra-se aprovado para o tratamento de infecdes da cavidade oral, ouvido médio e interno,
trato urinario, prostaticas, respiratorias, 6sseas e de pele em cées e gatos (Heinen, 2002; Riviere
& Papich, 2009).

Estes antibidticos possuem uma excelente atividade contra a maioria das bactérias
aerobias Gram-negativas, no entanto, contra Gram-positivas, existe uma suscetibilidade
variada. S&o rapidas bactericidas, exibindo um efeito concentracdo dependente e pos antibidtico
in vivo para algumas bactérias (Riviere & Papich, 2009; Giguere & Dowling, 2013).

Em uso veterinario sdo normalmente bem absorvidas por via oral, possuem um grande
volume de distribuicdo, penetrando praticamente todos os tecidos e células no corpo, e
permitem, ainda, uma administracdo a cada 24 ou 48 horas (Giguére & Dowling, 2013).

As fluoroquinolonas inibem a atividade bacteriana atuando na subunidade A da

topoisomerase Il, também denominada de ADN girase, codificada pelos genes gyrA e grlA, o
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que leva a rapida morte bacteriana (Mitchell, 2006; Riviere & Papich, 2009; Giguere &
Dowling, 2013). Outro local alvo é a enzima topoisomerase 1V, composta pelas subunidades
parC e parE, que, ndo sendo tdo importantes em bactérias Gram-negativas, sdo alvo em Gram-
positivas, incluindo estafilococos (Riviere & Papich, 2009; Giguere & Dowling, 2013).

A resisténcia em fluoroquinolonas é mediada, primariamente, por modificagdes no
local alvo da ADN girase, com mutacOes secundarias na topoisomerase 1V, contribuindo esta
ultima para niveis elevados de resisténcia. Diminuicdo da permeabilidade celular da parede
bacteriana e bombas de efluxo, particularmente quando existem mutacdes em locais alvo, séo
também mecanismos que contribuem para o aparecimento de resisténcias (Martinez et al., 2006;
Mitchell, 2006; Riviere & Papich, 2009; Giguére & Dowling, 2013).

Apesar da enrofloxacina ser o principio ativo, biotransformacdo em ciprofloxacina
ocorre por via hepatica em algumas espécies, incluindo o cdo (King et al., 1993; Cester &
Toutain, 1997; Mitchell, 2006; Riviere & Papich).

E recomendada a administracéo de 5-20 mg/kg per os SID (Hillier et al., 2014).

Aguando da administracdo de doses elevadas de enrofloxacina, durante testes de
seguranca, os efeitos adversos mais comuns foram distdrbios gastrointestinais, como nauseas,
vomitos e diarreia (lhrke et al., 1999; Riviere & Papich, 2009). Estudos realizados pelo
fabricante em gatos demonstraram, ainda, que numa dose de 5 mg/kg SID a enrofloxacina ndo
provoca efeitos adversos, nem alteracGes oculares. No entanto, doses mais elevadas, de 20
mg/kg ou mais, séo reportadas de causar degeneragédo da retina e cegueira bem como efeitos
toxicos sistémicos (Ford et al., 2007). Em animais jovens, particularmente entre as 4 e 28
semanas de idade, encontra-se reportado que fluoroquinolonas podem causar artropatia (Gough
et al., 1992; lhrke et al., 1999). Cées afetados demonstram claudicacdo e edema articular, e
caso a administracdo seja descontinuada, os sintomas podem ser reversiveis. Os riscos
aumentam com doses mais elevadas (lhrke et al., 1999; Riviere & Papich, 2009). Ainda assim,
a sua administragcdo em cachorros com infecdes severas tem sido continuada, sem que estejam
relatadas artropatias consequentes (Giguére & Dowling, 2013).

A eficécia da enrofloxacina tem sido demonstrada especificamente para piodermite
canina (lhrke & DeManuelle, 1999; lhrke et al., 1999; Riviere & Papich, 2009). A
enrofloxacina é particularmente eficaz no tratamento de piodermite profunda do Pastor Alemé&o
guando administrada per os SID, numa dose de 5-10 mg/kg (Ihrke & DeManuelle, 1999; Koch
& Peters, 1996). Foi também comprovado que a concentracéo de enrofloxacina na pele de cées

com piodermite € significativamente maior do que em cédes sem doenga dermatologica com uma
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administracdo SID, sendo que foram atingidas concentracdes terapéuticas nas trés horas apos a
administracdo (DeManuelle et al., 1998; Ihrke et al., 1999).

4.2.6.2 — Pradofloxacina

A pradofloxacina é uma nova fluoroquinolona de terceira geracao para uso veterinario,
lancada no mercado em 2011 na Unido Europeia (UE) para o tratamento de infecdes caninas e
felinas e em 2013 nos EUA para o tratamento de infecBes dermatoldgicas em gatos (Sykes &
Blondeau, 2014).

N&o s0 é caracterizada pelo seu largo espetro de acao contra bactérias Gram-negativas,
mas também por possuir uma elevada atividade contra Gram-positivas e bactérias anaerobias,
quando em comparacdo com outras fluoroquinolonas de uso veterinario (Silley et al., 2007,
Hauschild et al., 2013).

A atividade antibacteriana da pradofloxacina é atribuida a inibicdo da replicacdo em
dois locais enzimaticos: a subunidade A da topoisomerase Il (também denominada de ADN
girase) e topoisomerase IV (Silley et al., 2007; Sykes & Blondeau, 2014). Desta forma sdo
interrompidas as sinteses de ADN bacteriana e proteica, sucedendo morte bacteriana, sendo este
processo concentracdo dependente (Silley et al.,, 2012). Em comparagdo com outras
fluoroquinolonas de uso veterinario de geracdes anteriores, a pradofloxacina possui grande
afinidade para ambas enzimas (Wetzstein, 2005).

Na UE, a pradofloxacina esta disponivel em comprimidos palataveis de 60 mg e 120
mg para cées e 15 mg para gatos e cdes de pequeno porte, sendo que existe ainda uma suspensao
oral a 2,5% (25 mg/kg) para gatos tanto na UE como nos EUA. A dose recomendada pelo
fabricante na UE é de 3 mg/kg, para comprimidos, e 5 mg/kg para suspenséo oral SID (Hillier
et al., 2014; Sykes & Blondeau, 2014). Nos EUA a dose recomendada para a suspenséo oral é
de 7,5 mg/kg SID (Sykes & Blondeau, 2014).

Com a utilizagéo de pradofloxacina numa dose de 3 mg/kg a cada 24 horas espera-se
a eliminacéo de grandes populacdes de estafilococos “wild-type” e a prevencgédo da emergéncia
de clones resistentes as fluoroquinolonas (Wetzstein, 2005; Korber-Irrgang et al., 2012).

Uma vez que as fluoroquinolonas se acumulam nas células inflamatdrias (Carlier et
al., 1990), uma inflamacdo severa associada a uma piodermite bacteriana profunda pode

permitir uma concentracao local de pradofloxacina elevada no tecido inflamatorio, ja que a
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concentracdo de pradofloxacina na pele excede a concentracdo no soro (Fraatz et al., 2003),
resultando assim numa eliminacdo bacteriana mais eficiente (DeManuelle et al., 1998).

Um estudo multicéntrico, cego, randomizado e paralelo, conduzido por Muller &
Stephan (2007), comparando a eficicia da pradofloxacina em relagdo a amoxicilina-acido
clavulanico, demonstrou que a pradofloxacina é um antibiotico seguro para tratamento de
piodermite bacteriana profunda na dose de 3 mg/kg uma vez por dia. Dos cées tratados com
pradofloxacina, 86% (48 em 56) atingiram remissao clinica apos 34 dias de tratamento, tendo
sido significativamente mais eficaz na prevencéo de recidivas nas duas semanas ap6s o termino
da terapia, do que o tratamento com amoxicilina-acido clavulanico (Muller & Stephan, 2007).

Efeitos adversos relacionados com administracdo de fluoroquinolonas incluem
degeneracdo da retina difusa aguda e cegueira irreversivel em gatos, o que no entanto néo foi
reportado por Messias et al. (2008) aquando da utilizacdo de pradofloxacina em doses seis a
dez vezes acima do normal. Mielossupressdo reversivel em gatos, e particularmente em cées,
também tem sido observada (Sykes & Blondeau, 2014). Outros efeitos adversos possiveis
relacionados com a administracdo de fluoroquinolonas, embora ainda sem estudos reportados,
incluem eroséo de cartilagem e artropatias, sendo que ocorrem principalmente em cées (Sykes
& Blondeau, 2014) particularmente com idade inferior aos seis meses (Lees, 2013).

Apesar de bem tolerada em doses clinicas por cdes e gatos em estudos pré-clinicos e
ensaios clinicos, alguns efeitos adversos gastrointestinais moderados e transitorios foram
observados (Lees, 2013).

4.2.7 — Classe dos fenicois
4.2.7.1 — Cloranfenicol

A descoberta do cloranfenicol em 1947 representou um passo importante na luta
antibacteriana, tendo sido categorizado como um dos primeiros antibioticos de largo espetro
(Watson, 1991; Short et al., 2014). Apesar de popular ha algumas décadas atras, o cloranfenicol
tem sido gradualmente substituido em Medicina Veterinaria por alternativas mais seguras
(Papich, 2013; Short et al., 2014).

Apesar dos significativos efeitos adversos, a atividade do cloranfenicol contra

bactérias resistentes a outros antibidticos orais, particularmente com a crescente prevaléncia de
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estafilococos resistentes a meticilina, aumentou a sua utilizacdo nos ultimos anos (Bryan et al.,
2012; Papich, 2013; Short et al., 2014).

O cloranfenicol é eficaz contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas bem como
alguns anaerdbios. E considerado um antibi6tico bacteriostatico, na dose recomendada a cada
oito horas (Short et al., 2014) e, de acordo com Papich (2013), existe alguma evidéncia de que
possa ser mais bactericida contra Staphylococcus do que 0 que previamente se acreditava.

Este antibiotico € um potente inibidor da sintese proteica microbiana, ligando-se
irreversivelmente a subunidade ribossémica 50S (Dowling, 2013b).

O mecanismo de resisténcia bacteriana mais frequente compreende a inativacdo
enzimatica através de acetilacdo pela acetiltranferase do cloranfenicol, codificada pelos genes
cat localizados em plasmideos e ADN cromossémico (Schwarz, 1995; Dowling, 2013b).

O cloranfenicol interage com algumas enzimas, diminuindo a eliminagdo de outros
principios ativos metabolizados pelas mesmas (Papich, 2013; Short et al., 2014). Opiacios,
barbitaricos, propofol, fenitoina, salicilato, e, possivelmente, outros principios ativos, vém o
seu metabolismo alterado na presenca do cloranfenicol (Papich, 2013).

O cloranfenicol existe em formulagdes de comprimidos de 100, 250 e 500 mg, sendo
absorvido oralmente, com e sem administracdo prévia de comida (Papich, 2013).

Uma vez que possui uma margem de seguranca estreita, € necessaria uma
administracdo frequente para manter concentracdes adequadas (Papich, 2013). E recomendada
uma dose de 40 a 50 mg/kg per os TID (Hillier et al., 2014).

Disturbios gastrointestinais, como vomitos, diarreia, anorexia, sialorreia e engasgos,
constituem os efeitos adversos mais observados (Bryan et al., 2012; Papich, 2013; Short et al.,
2014). Supressao na sintese proteica da medula 6ssea foi também observada em cédes a que
foram administradas doses elevadas de cloranfenicol, podendo ainda estar associada a um
tratamento prolongado. A incidéncia de anemia aplastica irreversivel idiossincratica é possivel
de ocorrer em humanos, apesar de ndo estar descrita em animais, sendo aconselhado alertar os
donos para este facto, assegurando que ndo existe exposi¢éo acidental aquando da manipulagéo
da medicacdo em casa (Papich, 2013; Hillier et al., 2014; Short et al., 2014).

Um problema previamente ndo identificado é a associagdo entre a administracdo de
cloranfenicol e problemas neurolégicos em cées (Papich, 2013). Short et al. (2014) referem no
seu estudo que, alguns cées, particularmente de grande porte, acima de 25 kg, desenvolveram
défices neuroldgicos reversiveis, manifestados por parésia, ataxia e disfungdo dos membros

posteriores. Sendo um estudo retrospetivo e com uma amostra pequena, podera ser necessaria
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investigacdo futura de forma a averiguar a consisténcia da sua ocorréncia. O mecanismo pelo

qual ocorre ainda ndo se encontra descrito (Papich, 2013).

4.2.8 — Classe das ansamicinas
4.2.8.1 — Rifampicina

Originalmente descoberta nos anos 50 em Franca, e introduzida na medicina clinica
nos anos 60, a rifampicina é um antibidtico que tem suscitado recente interesse devido a sua
atividade contra estafilocococos resistentes a meticilina (Papich, 2013). E um derivado
semissintético da rifampicina B, composto este produzido por Amycolatopsis mediterranei
(Senturk et al., 2005; Dowling, 2013c).

Este € um antibidtico de largo espetro e possui atividade contra numerosas bactérias
Gram-positivas, algumas Gram-negativas aerébias, bem como anaerdbias facultativas (Senttrk
et al., 2005; Dowling 2013c). A rifampicina é ativa contra a maioria das estirpes de S. aureus e
S. pseudintermedius, mesmo resistentes a meticilina (Perreten et al., 2010; Rubin et al., 2011;
Rubin and Chirino-Trejo, 2011), apesar de resisténcia entre isolados caninos ter sido
identificada (Kadlec et al., 2011; Papich, 2013).

A rifampicina é altamente lipofilica, com elevado volume de distribuicdo e boa
absorcédo, possuindo a vantagem de conseguir penetrar nos tecidos de forma extremamente
eficaz, particularmente na pele, e penetrar células fagocitarias por forma a eliminar bactérias
intracelulares (Sentiirk et al., 2005; Dowling, 2013c; Papich, 2013).

Este € um antibidtico bactericida, que atua ligando-se a subunidade B do ARN
polimerase ADN dependente, sendo que, na maioria das bactérias, a resisténcia € mediada
através de mutacgdes no gene rpoB que codifica esta subunidade (Kadlec et al., 2011, Papich,
2013).

A sua utilizacdo isolada em cées com infe¢des por S. pseudintermedius resistentes a
meticilina resulta na rapida emergéncia de resisténcia a rifampicina, sendo que estes isolados
podem persistir durante meses (Kadlec et al., 2011). Assim sendo, combinag¢do com outros
antibioticos, com atividade in vitro contra a estirpe em causa, devem ser utilizados. (Kadlec et
al., 2011; Dowling, 2013c). Kadlec et al. (2011) referem, ainda, no seu estudo, que a resisténcia

a rifampicina ocorre rapidamente, mesmo aquando da combinagdo com outro antibiotico.
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Uma dose de 10 mg/kg por dia, normalmente dividida em duas administracfes a cada
12 horas, tem sido recomendada (Papich, 2013; Hillier et al., 2014).

A rifampicina é um forte indutor de enzimas metabolizadoras de farmacos, ou seja,
aumenta o metabolismo e a eliminagdo de outros principios ativos coadministrados, fazendo
com que sejam necessarias doses mais elevadas ou uma frequéncia de administracdo maior
(Dowling, 2013c; Papich, 2013). A quantidade de principios ativos que interagem com a
rifampicina é bastante extensa (Reitman et al., 2011; Papich, 2013).

Em cées, toxicidade hepética é o efeito adverso mais comum, sendo que, hum estudo
realizado por Frank em 1990, 20 a 26% dos animais a que foram administrados rifampicina a
uma dose de 5 a 10 mg/kg, desenvolveram aumento das enzimas hepaticas e alguns hepatite
(Frank, 1990; Sentiirk et al., 2005; Papich, 2013). E assim recomendado n&o exceder a dose
maxima didria e monitorizar as enzimas hepaticas antes do inicio do tratamento e depois
semanalmente, por forma a identificar precocemente risco de hepatotoxicose (Bajwa et al.,
2013; Papich, 2013). Também sdo comuns alteracbes gastrointestinais como vémitos,
inapeténcia e diarreia, bem como alteracdo da cor da urina, lagrima e esclera para uma
tonalidade laranja-avermelhada (Senturk et al., 2005; Bajwa et al., 2013; Dowling, 2013c;
Papich, 2013). A rifampicina ndo é palatavel (Papich, 2013).

Sentirk et al. (2005) desenvolveram um estudo em 20 cdes, sendo que 18
apresentavam piodermite bacteriana superficial e dois piodermite profunda, tendo sido
administrada rifampicina durante dez dias e numa dose de 5 mg/kg SID. O tratamento foi
considerado bem-sucedido em 90% dos cdes com piodermite, ndo tendo sido reportadas
recidivas durante um més ap6s o tratamento. Foi observada uma eficécia reduzida em 10% dos
cdes, 0 que podera estar relacionado com um tempo de tratamento demasiado curto nestes casos.
Antes e ap6s o tratamento foram mensuradas e avaliadas as concentracdes de gama
glutamiltransferase (GGT, do inglés Gamma-Glutamyl Transferase), ALT, ureia e creatinina,
sendo que se concluiu que ndo existiam diferencas estatisticas significativas nestes valores, nem

foram observados outros efeitos adversos, exceto coloragéo alaranjada da urina.
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4.2.9 — Classe dos aminoglicosideos
4.2.9.1 — Gentamicina e amicacina

Isolada em 1963, a gentamicina € uma combinacgdo de quatro componentes produzidos
por Micromonospora purpurea (Begg & Barclay, 1995; Riviere & Papich, 2009; Dowling,
2013a). Ja a amicacina, introduzida em 1972, é uma modificacdo quimica da canamicina, com
maior atividade que a mesma, mas com atividade semelhante a da gentamicina (Begg &
Barclay, 1995; Dowling, 2013a).

Os aminoglicosideos sdo valiosos no tratamento de infecdes por bactérias aerdbias
Gram-negativas resistentes a outros antibiéticos, particularmente bacilos, no entanto, a eficacia
clinica para bactérias Gram-positivas € menos certa. Sdo rapidos bactericidas, exibindo uma
atividade concentracdo-dependente, menos dispendiosos que outros antibidticos injetaveis e
podem, ainda, ser administrados uma vez por dia (KuKanich & Coetzee, 2008; Dowling, 2013a;
Papich, 2013). A gentamicina e amicacina, particularmente, possuem atividade in vitro
consistente contra estafilococos, incluindo estirpes resistentes a meticilina de S.
pseudintermedius (Papich, 2013). Contra isolados resistentes, a amicacina é mais ativa que a
gentamicina, e resisténcia é menos provavel de ocorrer (Petersen et al., 2002; Papich, 2013).

Os aminoglicosideos inibem a sintese proteica bacteriana ligando-se irreversivelmente
a subunidade ribossomal 30S. O mecanismo mais difundido de resisténcia é a inativacdo por
enzimas celulares modificadoras de aminoglicosideos, codificadas em cromossomas ou
plasmideos pelo gene aacA-aphD, no caso da gentamicina, e pelo gene aph-Illa na amicacina
(Dowling, 2013a; Kadlec & Schwarz, 2012; Gold et al., 2014). Além da sua atividade nos
ribossomas bacterianos, um mecanismo adicional de resisténcia, e, provavelmente, mais
importante, € a capacidade de romper o biofilme celular superficial, particularmente, em
bactérias Gram-negativas, provocando perda de integridade da parede celular e um rapido efeito
bactericida. Esta capacidade ndo é tdo proeminente em bactérias Gram-positivas, a ndo ser
guando administrado conjuntamente um antibiotico que produza perda da integridade da parede
celular ou um betalactamico (Dowling, 2013a; Papich, 2013). A amicacina € notavel na sua
capacidade em resistir a maioria das enzimas que inativam outros aminoglicosideos (Dowling,
2013a).

Uma vez que absorcdo oral ndo é possivel, a gentamicina e amicacina podem ser
administradas por via intravenosa, intramuscular ou subcutanea (Riviere & Papich, 2009;
Dowling, 2013a; Papich, 2013).
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A gentamicina encontra-se disponivel em solucdes de 5, 50 e 100 mg/mL e a amicacina
em solucdes injetaveis de 50 mg/mL (Riviere & Papich, 2009).

No que concerne a posologia, € recomendada uma dose de 9-14 mg/kg SID para a
administracdo de gentamicina e 15-30 mg/kg SID para amicacina (Hillier et al., 2014). O
conceito de administracdo SID tem sido adotado para cées e gatos, sendo que, num estudo
conduzido por Albarellos et al. (2004), a administracdo de 6 mg/kg SID produziu uma
concentracdo sérica adequada, com risco minimo de nefrotoxicidade, no tratamento da maioria
das infecBes causadas por bactérias Gram-positivas e negativas, independentemente da
suscetibilidade a gentamicina.

Os principais efeitos adversos associados a administracdo sistémica de antibidticos
aminoglicosideos sao o desenvolvimento de nefrotoxicidade e ototoxicidade (Begg & Barclay,
1995; KuKanich & Coetzee, 2008).

O efeito adverso mais grave é a lesdo renal (Riviere & Papich, 2009). Os
aminoglicosideos acumulam-se por pinocitose nas células dos tabulos renais proximais
provocando lesdo, sendo que, eventualmente, todo o nefronio pode ser afetado (Begg &
Barclay, 1995; KuKanich & Coetzee, 2008; Papich, 2013). Animais desidratados, com
desequilibrio eletrolitico, que se encontrem septicémicos, ou que tenham doenca renal presente,
possuem maior risco de toxicidade renal. A lesdo renal € atribuida a niveis persistentes de
antibidtico, especialmente em concentracdes elevadas ao longo do intervalo entre doses
(Papich, 2013). A amicacina é muitas vezes recomendada em pacientes criticos, ao invés da
gentamicina, uma vez que é considerada menos nefrotoxica. Em animais com fungéo renal
normal, a administracdo de amicacina na dose recomendada durante duas a trés semanas
raramente provoca toxicidade (Dowling, 2013a).

Estudos acerca da ototoxicidade em varias espécies demonstram uma acumulagéo
progressiva de aminoglicosideos na perilinfa e endolinfa do ouvido interno, o que pode afetar
tanto a funcdo auditiva, como vestibular, devido a destruicdo das células pilosas sensoriais da
céclea e labirinto vestibular (Riviere & Papich, 2009). A ototoxicidade pode ser irreversivel em
alguns casos. Cées, normalmente, apresentam ototoxicidade, com presenca de head tilt e
diminuicdo da capacidade auditiva, enquanto que gatos tendem a apresentar toxicidade
vestibular, apesar de ambas apenas ocorrerem ap0s se ter instalado nefrotoxicidade (Riviere &
Papich, 2009). A gentamicina aparenta causar menos toxicidade coclear do que a amicacina,
sendo que o inverso ocorre em relacéo a toxicidade vestibular (Begg & Barclay, 1995; Dowling,
2013a).

49



Outro inconveniente relacionado com a administracao de aminoglicosideos prende-se
no facto de serem injetaveis, o que pode tornar dificil a administracdo por parte dos donos
(Papich, 2013).

E relevante, ainda, mencionar que a atividade dos aminoglicosideos se encontra
reduzida na presenca de detritos celulares e pus, o que pode diminuir a sua utilidade no
tratamento de feridas e otites (Konig et al., 1998; Riviere & Papich, 2009; Papich, 2013).

5 — Conceito de multirresisténcia

A emergéncia de resisténcias bacterianas a maltiplos agentes antibidticos tem-se
tornado um problema premente na atualidade, existindo cada vez menos, ou por vezes
nenhumas, alternativas antibioticas eficazes para o seu controlo (Magiorakos et al., 2011).

A medida que este problema progride, tem-se tornado necessario chegar a um
consenso no que concerne descrever e classificar bactérias que sdo resistentes a multiplos
antibiodticos. Nao existindo uma defini¢do universalmente aceite de “multirresisténcia”, o termo
tem sido utilizado de forma inconsistente na literatura (Schwarz et al., 2010; Magiorakos et al.,
2011).

Num sentido estrito, bactérias consideradas resistentes sdo assim designadas devido a
sua resisténcia in vitro a mais do que uma classe de antibidticos, sendo que o termo se refere
exclusivamente a propriedades de resisténcia bacteriana adquirida (Schwarz et al., 2010;
Magiorakos et al., 2011).

Adotar uma terminologia internacional padronizada para definir bactérias que sdo
resistentes a um numero significativo de principios ativos é um passo importante para melhor
comparar os dados de vigilancia e melhor avaliar a sua importancia epidemiolégica e impacto
na saude publica, bem como determinar a melhor estratégia de tratamento a tomar (Magiorakos
etal., 2011).

O European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) e o Centers for
Disease Control and Prevention (CDC), propuseram que os isolados devem ser considerados
multirresistentes se apresentarem resisténcia a pelo menos um agente antibidtico em trés ou
mais grupos de antibidticos. No caso do MRSP, e, uma vez que a oxacilina prevé a resisténcia
aos antibidticos betalactamicos, pode ser sempre considerado multirresistente, ja que se encaixa
nesta definicdo (Magiorakos et al., 2011). No entanto, se apenas forem utilizados métodos
fenotipicos para teste de suscetibilidade, resisténcia a trés ou mais classes antibidticas pode ser
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definida como multirresisténcia (Coombs et al., 2006; Schwarz et al., 2010). Assim sendo, seria
considerada uma bactéria multirresistente se for apresentada, por exemplo, resisténcia as
lincosamidas, tetraciclinas e fluoroquinolonas.

Para o presente trabalho seré entdo considerada a definicdo de multirresisténcia como
apresentando resisténcia a trés ou mais classes antibioticas e ndo multirresistente aquando da

apresentacdo de resisténcia a duas ou menos classes.

6 — Objetivos

Perante o previamente contextualizado, o objetivo geral proposto para o presente
trabalho, consistiu na determinacao do perfil de resisténcia aos antibidticos recomendados pelas
linhas de orientacdo da ISCAID, num grupo de isolados de S. pseudintermedius suscetiveis e
resistentes a meticilina, provenientes de cdes com piodermite apresentados a consulta de
referéncia de dermatologia no Instituto Médico Veterinario e Hospital Escolar da Faculdade de
Medicina Veterindria da Universidade Lus6fona de Humanidades e Tecnologias (FMV-
ULHT). O estudo avaliou, igualmente, a incidéncia de multirresisténcia e a aplicabilidade das
linhas de orientacdo neste grupo de isolados.

Foram, ainda, definidos alguns objetivos especificos, nomeadamente:

1° Avaliar a presenca de isolados MRSP e MSSP através do teste Kirby-Bauer com o
disco de oxacilina.

2° Avaliar a resisténcia as diferentes classes antibioticas através do teste a amoxicilina-
acido clavulanico, cefalotina, clindamicina, eritromicina e trimetoprim-sulfametoxazol,
utilizando a mesma metodologia.

3° Detetar a presenca de resisténcias a outros antibidticos sugeridos pelas linhas de
orientacdo, tais como tetraciclina, minociclina, enrofloxacina, pradofloxacina, cloranfenicol,
rifampicina, gentamicina e amicacina, utilizando a mesma metodologia.

4° Verificar a existéncia de associacdo entre o grupo MRSP e a resisténcia a cada
antibiotico testado, bem como a associacéo entre o0 grupo MSSP e a presenca de suscetibilidade
a cada antibiotico.

5° Avaliar a frequéncia relativa de multirresisténcia e ndo multirresisténcia.

6° Comparar os grupos MRSP e MSSP quanto a presenca de multirresisténcia ou nao.

7° Discutir os resultados obtidos, a luz do que se encontra atualmente descrito na

literatura.
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Il - MATERIAL E METODOS

1 — Proveniéncia dos isolados e trabalho experimental

Para o presente estudo foram usados 55 isolados de S. pseudintermedius anteriormente
recolhidos de cdes com piodermite bacteriana superficial em consulta de referéncia de
dermatologia no Instituto Médico Veterinario e Hospital Escolar da FMV-ULHT. As amostras
haviam sido recolhidas a partir de pustulas intactas usando uma agulha e zaragatoa estéril,
analisadas para efeitos clinicos, colocadas em glicerol diluido a 30% e meio nutriente (1:1) e
conservadas a -20°C. Os isolados haviam sido identificados como S. pseudintermedius por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain Reaction), de acordo com
o0 descrito por Bannoehr et al. (2007). A detecédo do gene mecA havia, igualmente, sido realizada
por PCR. A conservacao das amostras foi feita com conhecimento e permissdo do proprietéario.

O trabalho experimental foi realizado nas instalacfes laboratoriais da Universidade

Luso6fona de Humanidades e Tecnologias, em Lisboa.

2 — Determinacao da resisténcia aos antibioticos

A determinacdo de resisténcia antibiotica dos isolados foi realizada através do teste de
suscetibilidade de Kirby-Bauer por difusdo em disco (Bauer et al., 1966), de acordo com as
recomendacdes do CLSI (2008). A metodologia eleita para este trabalho é a adotada atualmente
pelo Laboratorio de Analises Clinicas e Histopatologia da Faculdade de Medicina Veterinaria
(FMV-LACH) para anélise antibidtica.

2.1 — Cultura bacteriana

Os isolados foram descongelados e semeados através de sementeira direta por estria,
utilizando um aro estéril, sob a superficie de uma placa de agar nutriente (Oxoid Deutschland
GmbH, Wesel, Alemanha) e, de seguida, colocadas na estufa (P Selecta®, Barcelona, Espanha)
a 37°C, em meio aerdbio, durante 24 horas.
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2.2 — Preparacdo do inoculo

Com o auxilio de uma pipeta estéril, foram repicadas cerca de quatro a cinco colonias
das amostras previamente incubadas.

Os microrganismos foram suspensos em 2 mL de solugdo salina estéril em tubos de
ensaio e misturados recorrendo a um o vortex (Velp Scientifica®, Barcelona, Espanha) durante
cerca de 30 segundos, por forma a criar uma suspensdo homogénea.

Os padrdes de McFarland consistem em suspensdes de sulfato de bario ou particulas
de latex que permitem uma comparacéo visual da densidade bacteriana (Hudzicki, 2013). Nao
tendo sido possivel o acesso aos mesmos, foi utilizada a espetrofotometria como método de

padronizacdo da densidade da suspensao bacteriana.

2.3 — Espetrofotometria

A densidade dtica de cada suspensdo foi lida num espetrofotometro (Biochrom Libra
S22, Cambridge, Inglaterra) a um comprimento de onda de 600 nm, contra um branco de

solucdo salina a 0,9%. A densidade Otica de cada suspensdo bacteriana foi ajustada para 0,15.

2.3.1 — Contagem bacteriana

Em tubos de ensaio, foram realizadas oito diluicdes seriadas 1:10 em solucdo salina
estéril. No primeiro tubo, contendo 4,5 mL de solucdo salina, foram adicionados 0,5 mL de
uma das suspensdes bacterianas, escolhida aleatoriamente, correspondendo assim a diluicdo de
1071, Foram retirados 0,5 mL deste primeiro tubo e colocados no tubo seguinte, com 4,5 mL de
soluc&o salina, obtendo-se a diluicdo de 102, e assim sucessivamente até ao oitavo tubo, onde
se atingiu a diluicéo de 1078,

Utilizando uma micropipeta, inocularam-se 100 pL de cada dilui¢do no centro de uma
placa de agar nutriente. Este é o volume de indculo conveniente, em termos de espalhamento,
absorcdo e calculos (Wise, 2013).

Com o auxilio de uma vareta em forma de T, disp6s-se o indculo pela superficie da
placa, aplicando presséo ligeira e rodando a mesma em sentido centrifugo, por forma a permitir
uma distribuicdo uniforme. Foi evitado espalhar o inoculo até ao rebordo do agar, uma vez que
dificulta a contagem (Wise, 2013).
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O processo foi repetido para os restantes tubos, e colocadas as placas na estufa, a 37°C
durante 24 horas.

Apos devida incubagdo, foi possivel realizar a contagem das unidades formadoras de
colonia (UFC’s). Aquando da enumeracao das UFC’s, placas entre 20 a 300, ou 25 a 250 UFC’s
podem ser utilizadas para calcular o nuimero de UFC’s por mililitro da amostra inicial (Wise,

2013).

2.4 — Inoculacdo das placas de Mueller-Hinton

O meio de agar Mueller-Hinton (Oxoid Deutschland GmbH, Wesel, Alemanha) é o
meio recomendado para utilizar em testes de suscetibilidade de bactérias nao fastidiosas, ja que
apresenta boa reprodutibilidade, é pobre em inibidores de sulfonamida, trimetoprim e
tetraciclina e permite um crescimento satisfatorio da maioria dos patogéneos nao fastidiosos
(Hudzicki, 2013).

Primeiramente foi imersa uma zaragatoa estéril na cuvette contendo o in6culo. Rodou-
se a zaragatoa contra a parede lateral da cuvette (acima do nivel do liquido), utilizando pressédo
firme, de forma a remover o fluido em excesso, sendo que a zaragatoa nao deve estar demasiado
embebida antes da inoculagéo da placa.

Inoculou-se a superficie seca da placa de Mueller-Hinton passando a zaragatoa em
movimentos de vaivém proximos uns dos outros, trés vezes por toda a superficie de agar,
rodando a placa 60° de cada uma das vezes, para assegurar uma distribuicdo uniforme do
inculo.

Rodeou-se o rebordo do agar com a zaragatoa, no sentido dos ponteiros do reldgio, de
forma a recolher qualquer excesso de indculo que possa ter permanecido nas margens.

Deixando a tampa da placa ligeiramente entreaberta, deixou-se repousar a placa a
temperatura ambiente durante pelo menos trés a cinco minutos, mas ndo mais de 15 minutos,

para que a superficie da mesma seque antes de se proceder ao passo seguinte.

2.5 — Antibiograma

Como controlo foi utilizada a bactéria Staphylococcus aureus subsp. aureus
(ATCC®29213™), suscetivel a oxacilina, sendo uma estirpe padrdo para testes de

suscetibilidade a antibioticos recomendada pelo CLSI.
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Foram testados os seguintes discos de antibioticos (Figura 1): oxacilina (1 pg) (Oxoid,
Hampshire, UK), amoxicilina + acido clavulanico (20/10 pg) (Oxoid, Hampshire, UK),
cefalotina (30 pg) (Oxoid, Hampshire, UK), clindamicina (2 pg) (Oxoid, Hampshire, UK),
eritromicina (15 pg) (Oxoid, Hampshire, UK), trimetoprim-sulfametoxazol (1,25/23,75 ug)
(Oxoid, Hampshire, UK), tetraciclina (30 pg) (Oxoid, Hampshire, UK), minociclina (30 pg)
(Oxoid, Hampshire, UK), enrofloxacina (5 pg) (Oxoid, Hampshire, UK), pradofloxacina (5 pg)
(Mast Diagnostics, Merseyside, UK), cloranfenicol (30 pg) (Oxoid, Hampshire, UK),
rifampicina (5 pg) (Oxoid, Hampshire, UK), gentamicina (10 Ul) (Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, Franca) e amicacina (30 pg) (Oxoid, Hampshire, UK).

Figura 1: Discos de antibioticos testados.

Os discos dos antibidticos foram colocados na superficie do agar com uma pinca estéril
a chama, seguida de ligeira pressdo por forma a assegurar contacto uniforme com a superficie
de agar e evitar descolamento durante a incubag&o.

Por isolado, cultivaram-se trés placas de Mueller-Hinton agar e foram colocados
quatro a cinco discos por placa. Os discos foram distribuidos de acordo com a recomendacao
de que ndo devem ser colocados mais perto do que 24 mm (centro a centro) na placa, bem como
ndo devem ser colocados mais de cinco discos numa de 100 mm (Hudzicki, 2013).

Apo6s a colocagdo dos discos, recolocou-se a tampa, inverteram-se as placas e
dispuseram-se as mesmas na estufa entre 35-37°C, durante 24 horas. E requerida uma
temperatura de 35°C com uma variagdo de + 2°C, durante 16 a 18 horas (Hudzicki, 2013). E de
notar que temperaturas acima de 35°C podem né&o permitir a detecéo de estafilococos resistentes
a meticilina (Hudzicki, 2013).
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2.6 — Leitura dos resultados

As medic¢des devem ser realizadas a olho nu e com uma régua, através da parte de tréas
da placa, com a mesma sobre uma superficie de cor negra e ndo refletora em ambiente bem
iluminado (Figura 2). A medicdo deve ser, ainda, realizada através de visualiza¢cdo numa
posicdo vertical, de forma a evitar erros de paralaxe e leituras erradas (Hudzicki, 2013).
Aquando da medicdo deve ser incluido o didmetro do disco, arredondando sempre para o

milimetro acima (Hudzicki, 2013).

Figura 2: Medic&o do halo da zona de inibicéo bacteriana.

Se a colocacgéo dos discos, ou o tamanho do halo, ndo permitir que seja medido o
didmetro do mesmo, deve ser mensurado desde o centro do disco até a extremidade da
circunferéncia onde esteja presente uma margem distinta (raio) e multiplicado por dois,
determinando, assim, o didmetro da zona de inibi¢do (Hudzicki, 2013).

O crescimento bacteriano até a extremidade do disco deve ser considerado zero
milimetros.

Com a utilizacdo de discos com trimetropin e sulfonamidas, antagonistas no meio
podem permitir algum crescimento bacteriano ligeiro, assim sendo, este deve ser ignorado
(quando crescimento de 20% ou inferior ao da restante placa) e mensurada a margem mais
6bvia para determinar o didmetro do halo (Hudzicki, 2013).

Com base numa caracterizacao prévia por PCR, que avaliou a presenca ou auséncia do
gene mecA e o perfil de resisténcia ao disco de oxacilina, representante da classe dos
betalactdmicos, os isolados foram divididos em MRSP e MSSP. Utilizando as linhas de

orientacdo da CLSI determinou-se a resisténcia ou suscetibilidade de cada isolado a cada
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antibidtico testado. De acordo com o protocolo de suscetibilidade de Kirby-Bauer por difusdo
em disco, cada halo deve ser categorizado como suscetivel, intermédio e resistente (Hudzicki,
2013). A CLSI recomenda que, para efeitos clinicos, 0s resultados devam apenas ser
classificados como suscetivel ou resistente. Assim sendo, no presente trabalho, foram utilizadas
apenas duas classificaces, resistente e suscetivel (Figura 3), englobando na categoria resistente
os resultados considerados intermédios. Como previamente exposto, multirresisténcia foi

definida como apresentando resisténcia a trés ou mais classes antibidticas e ndo

multirresisténcia aquando da apresentacdo de resisténcia a duas ou menos classes.

Figura 3: Isolado resistente a oxacilina, clindamicina e eritromicina (esquerda) e isolado suscetivel aos mesmos
antibidticos (direita).

2.7 — Analise estatistica

Os dados recolhidos foram analisados recorrendo aos programas Microsoft Office
Excel® 2010 e Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) (IBM SPSS Chicago, IL)
versdo 16.0 para Microsoft Windows.

Foi utilizado o teste exato de Fisher, sendo que para a analise inferencial deste estudo
foi assumido um nivel de significancia de 95% (p = 0,05). A analise por este teste foi realizada
para verificar a existéncia de associacao entre o grupo MRSP e a resisténcia a cada antibiotico
testado, bem como a associacéo entre o grupo MSSP e a presenca de suscetibilidade a cada
antibidtico.
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111 - RESULTADOS

1 — Resultado da contagem bacteriana

A contagem bacteriana da diluicdo dos isolados, aferida para uma densidade Otica de

0.15, a 600 nm, revelou aproximadamente 1x10” UFC/mL.

2 — Divisao dos isolados em funcéo da resisténcia a classe dos betalactamicos

Os isolados foram divididos em S. pseudintermedius resistentes e suscetiveis a classe
dos betalactamicos, tendo sido utilizada a oxacilina como antibidtico marcador de resisténcia
desta classe.

Apos a avaliacdo dos antibiogramas, dos 55 isolados, 25 foram resistentes (MRSP,
45%) e 30 suscetiveis a oxacilina (MSSP, 55%) (Figura 4).

Estes dois grupos servirdo de comparagao no que respeita a resisténcia as outras classes

antibioticas em estudo.

Figura 4: Frequéncia relativa (%) dos isolados MRSP e MSSP.

3 — Resisténcias aos antibidticos dos isolados de Staphylococcus pseudintermedius

Os grupos previamente formados (MRSP e MSSP) foram avaliados quanto a
resisténcia as classes ou grupo de antibidticos seguidamente descritas.
Os resultados dos antibiogramas obtidos para cada isolado encontram-se descritos no

Apéndice 1.
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A analise pelo teste exato de Fisher foi realizada para verificar a existéncia de
associacdo entre o grupo MRSP e a resisténcia a cada antibiotico testado, bem como a
associagao entre o grupo MSSP e a presenca de suscetibilidade a cada antibiético.

A frequéncia relativa das resisténcias aos antibioticos testados no grupo MRSP e

MSSP encontra-se descrita, posteriormente, na Figura 5.

3.1 — Resisténcia aos antibioticos de primeira escolha

3.1.1 — Classe dos betalactamicos
3.1.1.1 — Grupo da amoxicilina-acido clavulanico

Como antibiotico representante deste grupo foi utilizada a amoxicilina-acido
clavulanico, tratando-se de uma penicilina resistente as penicilinases através da adi¢do do acido
clavulanico.

Foi observado, no grupo MRSP, que 92% (23/25) dos isolados apresentavam
resisténcia a amoxicilina-acido clavulanico. No grupo MSSP 100% (30/30) dos isolados
apresentaram suscetibilidade a este antibidtico. A analise pelo teste exato de Fisher permitiu
concluir que existe associacao entre os resultados obtidos para a oxacilina e amoxicilina-acido

clavulanico (p = 0,000).

3.1.1.2 — Grupo das cefalosporinas

Como antibidtico representante deste grupo foi utilizada a cefalotina (cefalosporina de
1?2 geracgéo).

Em relacdo ao grupo MRSP, 88% (22/25) dos isolados apresentaram resisténcia, e, no
grupo MSSP, 100% (30/30) dos isolados revelaram-se suscetiveis. A analise pelo teste exato
de Fisher permitiu concluir que existe associacdo entre os resultados obtidos para a oxacilina e
cefalotina (p = 0,000).

3.1.3 — Classe das lincosamidas

Como antibiotico representante desta classe foi utilizada a clindamicina.
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Foram observados 96% (24/25) de isolados resistentes no grupo MRSP e no grupo
MSSP 57% (17/30) apresentaram-se suscetiveis. A analise pelo teste exato de Fisher permitiu
concluir que existe associagdo entre os resultados obtidos para a oxacilina e clindamicina (p =
0,000).

3.1.4 — Classe dos macroélidos

A eritromicina foi utilizada como representante desta classe.

Foi observado que no grupo MRSP 96% (24/25) dos isolados demonstraram
resisténcia a eritromicina, e no grupo MSSP 53% (16/30) demonstraram suscetibilidade. A
analise pelo teste exato de Fisher permitiu concluir que existe associacao entre os resultados

obtidos para a oxacilina e eritromicina (p = 0,000).

3.1.5 — Classe das sulfonamidas

Como antibiotico representante desta classe foi utilizado o sulfametaxol potenciado
pelo trimetoprim.

No grupo MRSP 92% (23/25) dos isolados apresentaram resisténcia, € no grupo MSSP
73% (22/30) demonstraram sucetibilidade. A analise pelo teste exato de Fisher permitiu
concluir que existe associacdo entre os resultados obtidos para a oxacilina e sulfametaxol-

trimetoprim (p = 0,000).

Na tabela seguinte serdo referidos o nimero de isolados apresentando resisténcia e
suscetibilidade a cada antibidtico, nos respetivos grupos MRSP e MSSP, bem como o p-value.
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Tabela 1: Numero de isolados resistentes e suscetiveis a antibidticos de primeira escolha nos grupos MRSP e
MSSP.

OXACILINA

MRSP (n=25) MSSP (n=30) p-value

AMC resistente 23 0
suscetivel 2 30 0,000

CF resistente 22 0
suscetivel 3 30 0,000

CM resistente 24 13
suscetivel 1 17 0,000

E resistente 24 14
suscetivel 1 16 0,000

SXT resistente 23 8
suscetivel 2 22 0,000

AMC, Amoxicilina + Acido clavulanico; CF, Cefalotina; CM, Clindamicina; E,
Eritromicina; SXT, Trimetoprim-sulfametoxazol.

3.2 — Resisténcia aos antibioticos de sequnda escolha

3.2.1 — Classe das tetraciclinas

Como antibiotico representante desta classe foi utilizada a tetraciclina, tendo sido
também nesta classe avaliada a minociclina.

Foi possivel observar para a tetraciclina, no grupo MRSP, 80% (20/25) de isolados
resistentes e, no grupo MSSP, 30% (9/30) de isolados suscetiveis. A analise pelo teste exato de
Fisher permitiu concluir que ndo existe associacdo entre os resultados obtidos para a oxacilina
e tetraciclina (p= 0,537).

Em relacdo a minociclina, no grupo MRSP, 40% (10/25) dos isolados apresentaram
resisténcia, e no grupo MSSP 33% (10/30) demonstraram suscetibilidade. A andlise pelo teste
exato de Fisher permitiu concluir que ndo existe associacao entre os resultados obtidos para a

oxacilina e minociclina (p = 0,061).

3.2.2 — Classe das fluoroquiolonas

Como antibidtico representante desta classe foi utilizada a enrofloxacina, tendo sido
também nesta classe avaliada a pradofloxacina.
No que respeita o perfil de resisténcia a enrofloxacina, no grupo MRSP 88% (22/25)

dos isolados apresentaram resisténcia, € no grupo MSSP 93% (28/30) demonstraram
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suscetibilidade. A analise pelo teste exato de Fisher permitiu concluir que existe associacdo
entre os resultados obtidos para a oxacilina e enrofloxacina (p = 0,000).

Para a pradofloxacina, no grupo MRSP 92% (23/25) dos isolados apresentaram
resisténcia, e no grupo MSSP 93% (28/30) demonstraram suscetibilidade. A andlise pelo teste
exato de Fisher permitiu concluir que existe associacdo entre os resultados obtidos para a

oxacilina e pradofloxacina (p = 0,000).

3.2.3 — Classe dos fenicois

Como antibiotico representante desta classe foi utilizado o cloranfenicol.

No grupo MRSP foram observados 12% (3/25) de isolados resistentes, e no grupo
MSSP 77% (23/30) de isolados suscetiveis. A analise pelo teste exato de Fisher permitiu
concluir que ndo existe associagdo entre os resultados obtidos para a oxacilina e cloranfenicol
(p = 0,318).

3.2.4 — Classe das ansamicinas

Como antibiotico representante desta classe foi utilizada a rifampicina.

No grupo MRSP 12% (3/25) dos isolados demonstraram resisténcia, e no grupo MSSP
97% (29/30) apresentaram suscetibilidade. A andlise pelo teste exato de Fisher permitiu
concluir que ndo existe associacao entre os resultados obtidos para a oxacilina e rifampicina (p
=0,320).

3.2.5 — Classe dos aminoglicosideos

Como antibidtico representante desta classe foi utilizado a gentamicina, tendo sido
tambeém, nesta classe, avaliada a amicacina.

Para a gentamicina, no grupo MRSP 88% (22/25) dos isolados demonstraram
resisténcia, € no grupo MSSP 90% (27/30) demonstraram suscetibilidade. A anélise pelo teste
exato de Fisher permitiu concluir que existe associacdo entre os resultados obtidos para a
oxacilina e gentamicina (p = 0,000).

Em relagdo a amicacina, no grupo MRSP 8% (2/25) dos isolados demonstraram

resisténcia e no grupo MSSP 97% (29/30) demonstraram suscetibilidade. A analise pelo teste
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exato de Fisher permitiu concluir que ndo existe associacao entre os resultados obtidos para a

oxacilina e amicacina (p = 0,585).

Tabela 2: Numero de isolados resistentes e suscetiveis a antibiéticos de segunda escolha nos grupos MRSP e

MSSP.

OXACILINA
MRSP (n=25) MSSP (n= 30) p-value

TE resistente 20 21
suscetivel 5 9 0,537

MH resistente 10 20
suscetivel 15 10 0,061

ENR resistente 22 2
suscetivel 3 28 0,000

P resistente 23 2
suscetivel 2 28 0,000

CLOR resistente 3 7
suscetivel 22 23 0,318

RA resistente 3 1
suscetivel 22 29 0,320

GM resistente 22 3
suscetivel 3 27 0,000

AK resistente 2 1
suscetivel 23 29 0,585

TE, Tetraciclina; MH, Minociclina; ENR, Enrofloxacina; P, Pradofloxacina;
CLOR, Cloranfenicol; RA, Rifampicina; GM, Gentamicina; AK, Amicacina.

Na figura abaixo, encontram-se resumidos os resultados obtidos para todos os antibidticos

testados.

Frequéncia relativa (%)

96% 96%

92%

88%
43% a7%
0% 0%

80%

70%
27%

88% 92%
(]

Antibioticos

B MRSP

MSSP

67%
40%
7% 7%

88%

23%
2%  12% 0% g%
I >

CLOR RA GM AK

Figura 5: Frequéncia relativa (%) das resisténcias a antibiéticos no grupo MRSP e MSSP. AMC, Amoxicilina +
Acido clavulanico; CF, Cefalotina; CM, Clindamicina; E, Eritromicina; SXT, Trimetoprim-sulfametoxazol; TE,
Tetraciclina; MH, Minociclina; ENR, Enrofloxacina; P, Pradofloxacina; CLOR, Cloranfenicol; RA, Rifampicina;
GM, Gentamicina; AK, Amicacina.

63



4 — Determinacéo de multirresisténcias e relacdo com MRSP e MSSP

Os isolados de S. pseudintermedius foram, ainda, classificados em multirresistentes e
ndo multirresistentes e posteriormente comparados dentro dos grupos MRSP e MSSP.

Foi possivel averiguar que, dos 55 isolados, 36 apresentaram multirresisténcia (65%),
e 0s restantes 19 demonstraram-se nao multirresistentes (35%). Dentro do grupo
multirresistente foi, ainda, possivel verificar que 67% (24/36) dos isolados eram MRSP e 33%
(12/36) MSSP, enquanto que no grupo ndo multirresistente 95% (18/19) eram MSSP e apenas
5% (1/19) MRSP (Figura 6).

65%
Multirresistentes

Figura 6: Frequéncia relativa (%) dos isolados multirresistentes e ndo multirresistentes.
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V — DISCUSSAO

O uso de antibidticos € o fator decisivo mais importante para a emergéncia de
resisténcia bacteriana, sendo que a partir do momento em que 0s genes de resisténcia se
encontram presentes, a selecdo para a sua expressdo por parte da bactéria contribui para facilitar
este desenvolvimento (Rantala et al., 2004; Ganiere et al., 2005; Loeffler et al., 2007).

O presente estudo compreendeu 55 isolados de S. pseudintermedius, recolhidos em
consulta de dermatologia de cdes com piodermite bacteriana superficial. Com base numa
caracterizagdo prévia por PCR, que avaliou a presenca ou auséncia do gene mecA e o perfil de
resisténcia ao disco de oxacilina, representante da classe dos betalactdmicos, estes isolados
foram divididos em dois grupos: MRSP e MSSP. Os isolados foram testados para a sua
suscetibilidade a antibidticos de primeira e segunda escolha, classificados como resistentes e
suscetiveis aos antibidticos testados, em multirresistentes se observada resisténcia a trés ou mais
classes antibidticas e ndo multirresistentes se resistentes a duas ou menos classes. Previamente
a recolha dos isolados em estudo, todos os animais haviam realizado tratamento antibidtico em
diversas ocasides. Os resultados apresentados neste estudo podem diferir da restante literatura
cientifica, uma vez que a amostra é composta por isolados recolhidos em clinica de referéncia
de dermatologia ao invés de clinica de primeira abordagem.

A importancia da realizacdo da avaliacao da suscetibilidade a oxacilina em isolados de
S. pseudintermedius prende-se com o facto de esta servir como indicador da resisténcia mediada
pelo gene mecA, quando ndo é possivel a sua detecdo por PCR, 0 método de referéncia. Apesar
das penicilinas isoxazolil ndo serem atualmente utilizadas como terapéutica, este perfil de
resisténcia provoca grande impacto na decisdo de tratamento envolvendo a classe dos
betalactamicos. Desta forma, e de acordo com as recomendacGes do CLSI, isolados
apresentando resisténcia a oxacilina sdo descritos como resistentes aos restantes antibidticos da
classe dos betalactamicos, com excecdo das cefalosporinas anti-MRSA (Jones et al., 2007;
Loeffler et al., 2007; Bemis et al., 2009; Bond & Loeffler, 2012; Frank & Loeffler, 2012;
Perreten et al., 2013). A presente amostra foi, assim, composta por 45% de isolados MRSP e
55% de isolados MSSP.

No que respeita a amoxicilina-acido clavulanico e cefalotina, foi possivel observar que
o perfil de resisténcia era semelhante na larga maioria dos isolados. No grupo MRSP, dois
isolados apresentaram resisténcia a amoxicilina-acido clavulanico e suscetibilidade a
cefalotina, um isolado apresentou resisténcia a cefalotina e suscetibilidade a amoxicilina-acido

clavulanico e outro suscetibilidade a ambos. No grupo MSSP todos os isolados foram
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suscetiveis a ambos os antibidticos. Apesar dos resultados obtidos no grupo MRSP
demonstrarem uma percentagem de resisténcia de 92% para a amoxicilina e 88% para a
cefalotina, estes isolados, de acordo com as recomendagdes do CLSI e linhas de orientacdo da
ISCAID, devem ser considerados, e reportados, como resistentes. No grupo MSSP, como
expectavel, ndo foi observada presenca de resisténcia, em ambos os antibioticos.

Comparando as classes das lincosamidas e macrolidos, foi possivel averiguar que, no
grupo MRSP, todos os isolados apresentaram resisténcia a clindamicina e a eritromicina,
excetuando um isolado. Em relacdo ao grupo MSSP foi observado um padréo de resisténcia
semelhante em ambos antibidticos, com treze isolados apresentando resisténcia a ambos e
apenas um resistente a eritromicina, mas suscetivel a clindamicina. A percentagem de
resisténcia para a clindamicina e eritromicina, no grupo MRSP, foi de 96% para ambos 0s
antibidticos, demonstrando assim presenca de um elevado nivel de resisténcia nestes isolados.
No grupo MSSP ¢ possivel concluir que existe dificuldade na previsdo de um padrdo de
resisténcia, uma vez que os resultados sdo de 43% de isolados resistentes a clindamicina e 47%
a eritromicina. Devido a sua boa absorcao oral, distribuicdo em tecidos e elevada concentracédo
intracelular, as lincosamidas e macrdlidos s&o considerados boas escolhas antibidticas como
primeiro tratamento para piodermite canina causada por estafilococos. No entanto,
particularmente em infecdes recorrentes, o seu uso € limitado por um nivel elevado de
resisténcia, sobretudo quando a presenca de resisténcia cruzada entre ambos antibioticos é
comum (Ganieére et al., 2005; Frank & Loeffler, 2012). A interpretacdo da suscetibilidade as
lincosamidas deve ser cuidada, uma vez que pode ocorrer resisténcia cruzada com macrdlidos.
Uma vez que a prevaléncia do gene ermB é elevada em MRSP, deve interpretar-se a existéncia
de resisténcia cruzada quando o isolado demonstra resisténcia in vitro a eritromicina e
suscetibilidade a clindamicina, ndo tendo sido efetuado previamente o D-test (Perreten et al.,
2010; Frank & Loeffler, 2012; Kadleck & Schwarz, 2012; Detwiler et al., 2013). No presente
estudo, tal foi observado em apenas um isolado.

Em relacdo ao trimetoprim-sulfametoxazol, no grupo MRSP a maioria dos isolados
apresentaram resisténcia, com a excec¢éo de dois, e no grupo MSSP oito isolados apresentaram
resisténcia. No grupo MRSP verificou-se um padrdo de resisténcia elevado, com uma
percentagem de 92%, e no grupo MSSP uma baixa percentagem de resisténcia, 27%. As
sulfonamidas potenciadas sdo antibioticos de primeira escolha utilizados com alguma
frequéncia para o tratamento de piodermite no cdo (Ganiere et al., 2005; Hillier et al., 2014). A

resisténcia as sulfonamidas ocorre devido a um excesso de producdo de PABA, mediado pelos
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genes sul; a resisténcia ao trimetoprim é mediada pela enzima dihidrofolato redutase codificada
pelo gene dfr (Werckenthin et al., 2001; Ganiere et al., 2005; Prescott, 2013c).

Para a classe das tetraciclinas, no grupo MRSP, metade dos isolados que apresentaram
resisténcia a tetraciclina eram suscetiveis a minociclina, sendo que cinco isolados o eram aos
dois antibioticos. Foi, ainda, observado um perfil de resisténcia semelhante para a maioria dos
isolados no grupo MSSP, sendo que apenas um apresentou resisténcia a tetraciclina e
suscetibilidade a minociclina. Para a tetraciclina foi possivel observar um padréo de resisténcia
elevado, tanto no grupo MRSP com 80%, como no grupo MSSP, com 70% de isolados
resistentes. Em relacdo a minociclina, a percentagem de resisténcia no grupo MRSP foi bastante
inferior, sendo de 40%, no entanto, o grupo MSSP, apresentou um padrdo de resisténcia
semelhante ao da tetraciclina, com 67% de isolados resistentes. Assim sendo, e além da sua
utilizacdo estar recomendada nas linhas de orientagéo da ISCAID, a minociclina representa um
antibidtico de segunda escolha bastante util. Uma vez que os genes tet(K) e tet(L) que conferem
resisténcia a tetraciclina e doxiciclina ndo o conferem a minociclina, este antibiotico representa
uma opcao vantajosa contra estirpes multirresistentes contendo apenas estes genes,
particularmente o clone ST71 bastante comum na Europa (Roberts, 1996; Frank & Loeffler,
2012; Papich, 2013; Weese et al., 2013; Hillier et al., 2014; Maaland et al., 2014).

Para a classe das fluoroquinolonas, no grupo MRSP todos os isolados apresentaram
resisténcia tanto para a enrofloxacina como para a pradofloxacina, exceto dois que revelaram
suscetibilidade a ambos e um que se revelou suscetivel a enrofloxacina mas resistente a
pradofloxacina. O perfil de resisténcia para ambos antibiéticos foi semelhante no grupo MSSP,
com apenas dois isolados apresentando resisténcia a ambas. Para ambas, enrofloxacina e
pradofloxacina, foi observado, no grupo MRSP, um padrédo de resisténcia elevado, com uma
percentagem de 88 e 92%, respetivamente. J& no grupo MSSP a percentagem de resisténcia foi
bastante reduzida, sendo de 7% para ambos antibioticos. Apesar de mutagdes no genes gyrA e
grlA serem necessarias para resisténcia por parte de estafilococos, estudos revelam que uma
Unica alteragdo no gene gyrA é suficiente para conferir resisténcia a fluoroguinolonas de
geracOes anteriores. Tem sido sugerido que estirpes mutantes de S. pseudintermedius tenham
mantido a sua suscetibilidade a novas gerac6es de fluoroguinolonas devido a ser necessaria uma
alteracéo adicional no gene grlA (Intorre et al., 2007; Vanni et al., 2009; Onuma et al., 2012;
Couto et al., 2014).

Para o cloranfenicol foi observada, no grupo MRSP, resisténcia em apenas trés

isolados e no grupo MSSP em sete. Tanto no grupo MRSP como MSSP, a percentagem de
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resisténcias foi reduzida, sendo de 12 e 23%, respetivamente. Este antibidtico raramente é
utilizado para tratamento de infecdo por S. pseudintermedius. No entanto, a resisténcia é
normalmente devida a expressdo da acetiltransferase do cloranfenicol, codificada pelos genes
cat, localizados em plasmideos e ADN cromossémico (Schwarz et al., 1995; Ganiére et al.,
2005; Kadlec & Schwarz, 2012). Contudo, os genes cat ndo se encontram envolvidos em
resisténcias ao florfenicol, um derivado do cloranfenicol, pelo que podera ser uma opg¢do mais
segura (Schwarz et al., 2000; Kehrenberg & Schwarz, 2004; Ganiére et al., 2005).

No que respeita a resisténcia a rifampicina, no grupo MRSP foram observados apenas
trés isolados resistentes e no grupo MSSP apenas um. Foi possivel observar uma percentagem
bastante baixa de resisténcia a rifampicina, com 12% de isolados resistentes no grupo MRSP,
e apenas 3% no MSSP. A resisténcia a rifampicina € mediada pelo gene rpoB, sendo que a sua
presenca em estafilococos €, normalmente, rara (Perreten et al., 2010; Kadlec et al., 2011).
Isolados resistentes podem estar relacionados com administracdo prévia do antibidtico,
transferéncia de um isolado resistente a rifampicina de um céo a que tenha sido anteriormente
administrada ou mutacao espontanea do gene rpoB (Kadlec et al., 2011; Kadlec & Schwarz,
2012; Couto et al., 2014).

Em relagdo a resisténcia nos aminoglicosideos, no grupo MRSP, todos os isolados, a
excecao de trés, apresentaram resisténcia a gentamicina, enquanto que para a amicacina apenas
dois apresentaram resisténcia. Ainda no grupo MRSP, apenas um dos isolados que apresentou
resisténcia a amicacina era suscetivel a gentamicina. Em relacdo ao grupo MSSP, apenas trés
apresentaram resisténcia a gentamicina, sendo ainda que apenas um desses isolados também
apresentava resisténcia a amicacina. A percentagem de resisténcia para a amicacina, em ambos
os grupos, foi bastante reduzida, sendo de 8% no MRSP e de 3% no MSSP. Os
aminoglicosideos ndo sao utilizados, por rotina, no tratamento de infecfes estafilococicas,
particularmente devido aos efeitos nefrotoxicos e inconveniéncia da administragdo parentérica.
No entanto, com o0 aumento da prevaléncia de MRSP, a sua utilizacdo torna-se uma alternativa
necessaria. Inativacdo por enzimas celulares modificadoras de aminoglicosideos constitui o
mecanismo principal de resisténcia aos aminoglicosideos. Este mecanismo é mediado pelos
genes aacA-aphD e aph-llla nos casos da gentamicina e amicacina, respetivamente. A
amicacina constitui, entdo, uma opg¢do menos nefrotdxica, estando recomendada a sua
utilizagdo nas linhas de orientacdo da ISCAID (Frank & Loeffler, 2012; Kadlec & Schwarz,

2012; Gold et al., 2014; Hillier et al., 2014). Para a gentamicina, observou-se uma elevada
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percentagem de resisténcia no grupo MRSP, 88%. J& no grupo MSSP, apenas 10% dos isolados
se demonstraram resistentes.

No que diz respeito a multirresisténcia, 65% (36/55) dos isolados mostraram-se
multirresistentes e 35% (19/55) ndo multirresistentes. Dentro do grupo multirresistente foi,
ainda, possivel verificar que 67% (24/36) dos isolados eram MRSP e 33% (12/36) MSSP, sendo
que no grupo ndo multirresistente 95% (18/19) eram MSSP e 5% (1/19) MRSP. Loeffler et al.
(2007) referem que 23% (12/51) dos isolados submetidos a clinica de referéncia eram
resistentes a pelo menos cinco classes de antibidticos e Ganiere et al. (2005) observaram uma
incidéncia de multirresisténcia de 42% (21/50). Holm et al. (2002) observaram, ainda, presenca
de multirresisténcia em 20% (186/394) dos estafilococos isolados em casos de primeira
ocorréncia e 45% (208/394) em casos recorrentes. Estes resultados contrastam, assim, com o
presente estudo em que foi observada uma percentagem mais elevada. Sasaki et al. (2007a),
GOmez-Sanz et al. (2011) e Couto et al. (2014) relataram que todos os isolados MRSP se
demonstraram multirresistentes, o que uma vez mais difere do presente estudo. Apesar da
maioria dos isolados multirresistentes serem MRSP, foi possivel observar uma presenca
consideravel de isolados MSSP apresentando igualmente um perfil multirresistente. A
multirresisténcia tem sido referida em MRSP, mesmo na auséncia de resisténcia a oxacilina, ou
seja, em isolados MSSP (Holm et al., 2002; Guardabassi et al., 2004; Jones et al., 2007; Couto
etal., 2014). O isolado nimero 10, sendo MSSP, € um 6timo exemplo, sendo que se apresentou
suscetivel apenas a amoxicilina-acido clavulanico, cefalotina e cloranfenicol e resistente aos
restantes antibioticos testados. Também é interessante tomar como exemplo o isolado numero
45 que, embora sendo MRSP, apenas apresenta resisténcia a amoxicilina-acido clavulanico,
inserindo-se, assim, na pequena percentagem de isolados MRSP ndo multirresistentes. A
incluséo do teste de suscetibilidade ao disco de oxacilina pode, assim, melhorar a detecéo de
isolados multirresistentes, apesar da multirresisténcia ndo se encontrar diretamente ligada a
resisténcia a meticilina (Ganiére et al., 2005; Loeffler et al., 2007).

A importancia do presente trabalho prende-se com a compreensdo dos padrdes de
resisténcia de S. pseudintermedius, por forma a ser possivel responder de uma forma eficiente
ao numero crescente de casos de piodermite superficial bacteriana por MRSP e
multirresistentes. A presenca de niveis elevados de resisténcia a antibioticos de primeira
escolha, que muitas vezes sao utilizados de forma empirica e sem realizagdo de antibiograma
prévio, limita bastante as opc¢Oes de tratamento por parte do Meédico Veterinario,

particularmente em isolados MRSP, apesar de no grupo MSSP ainda se detetarem evidentes
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suscetibilidades. A percentagem de isolados multirresistentes é, também, alarmante, mesmo em
isolados MSSP, o que diminui o nimero de alternativas antibioticas disponiveis em casos cujas
opcOes antibidticas sdo limitadas, o que ocorre frequentemente em clinica de referéncia.

Ainda ndo se conhece ao certo o impacto de infe¢des por S. pseudintermedius na satde
publica, através de troca de material genético, pelo que mais estudos serdo necessarios para a
sua avaliacdo. O trabalho de investigacdo no que respeita aos mecanismos de resisténcia
antibidtica também surge como um ponto importante para a compreensao do desenvolvimento
dos mesmos, auxiliando na percegédo de padrdes de resisténcia mais comuns. A dificuldade da
industria farmacéutica em responder com novas alternativas para o tratamento de infecdes
complicadas é também percetivel, pelo que o aparecimento de novas alternativas antibidticas
ndo é frequente nem suficientemente eficiente nestes casos.

O tratamento de infe¢des por MRSP e MSSP passa pelo mesmo principio, uma
combinacgdo de terapia topica e sistémica. InfecBes por MRSP multirresistentes, além de
frequentes, representam um desafio para terapia antibiética em Medicina Veterinaria, devido as
limitadas opc¢des de tratamento em muitos casos. A utilizacdo, por vezes indevida, de
antibidticos que sdo importantes para tratamento de infecdes graves por MRSA em humanos,
coloca questBes éticas sobre a utilizacdo de antibioticos especificos de Medicina Humana em
Medicina Veterinaria. A consulta e aplicacdo das linhas de orientacdo para o tratamento de
piodermite bacteriana superficial criadas pela ISCAID apresentam-se fundamentais para o
diagndstico, melhor compreensdo e aplicacdo de uma terapéutica adequada a cada caso. Em
casos de infecdes com poucas ou nenhumas alternativas antibidticas sistémicas, ou mesmo
como primeira abordagem na existéncia de apenas lesdes ligeiras, a terapéutica tépica constitui
uma alternativa importante. A exploracdo desta opcdo terapéutica devera, também, ser
investigada, por forma a diminuir o uso de antibiéticos em clinica de pequenos animais.

O uso de biocidas, como a clorhexidina, confere inUmeras vantagens, incluindo
melhoria das lesdes, reduzindo o tempo de administracdo de antibioterapia sistémica, bem como
auxilio no restauro da estrutura e fungdes da pele.

A implementacdo de estratégias de higiene rigorosas, bem como educacdo dos
proprietarios e outras pessoas em contato com cdes infetados por MRSP €, também, importante
por forma a limitar a transmisséo ao proprietario e infegdes nosocomiais.

Estudos futuros com uma amostra de maiores dimensdes poderdo providenciar mais
informacdo no que diz respeito ao padréo de resisténcias de S. pseudintermedius em Portugal

em clinica de primeira opinido e de referéncia. Torna-se fundamental, ainda, para além da
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realizacéo de antibiograma, a avaliacdo por técnica da concentragdo minima inibitdria, uma vez
que é o método de eleicdo utilizado em investigacao, o que permitira comparacédo de resultados
mais precisa, e estudos moleculares acerca da presenca dos genes que conferem resisténcia aos

antibidticos.
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V — CONCLUSAO

As infegdes por S. pseudintermedius constituem uma causa importante de morbilidade
e mortalidade no cdo, podendo, ainda, estar envolvidas em infe¢fes zoonoticas. A rapida
emergéncia de resisténcia a meticilina, bem com o aparecimento de estirpes multirresistentes
de S. pseudintermedius, tem-se tornado um desafio terapéutico, em Medicina Veterinaria,
limitando as opgdes antibidticas disponiveis para uso.

Esta problemaética exige uma utilizacéo prudente e direcionada do uso de antibioticos,
sendo que a realizacdo do antibiograma e da técnica de CMI, aplicando as recomendacdes
elaboradas pelo CLSI, na pratica clinica se torna uma ferramenta imprescindivel para
determinar o plano terapéutico mais adequado em cada caso.

Neste sentido, foi realizado o presente trabalho com o objetivo de averiguar o padrao
de resisténcia de S. pseudintermedius em clinica de referéncia. Os resultados obtidos permitiram
concluir que o nimero de antibidticos disponiveis para uso em infecdes por MRSP, se encontra
bastante limitado, particularmente em relacdo a antibioticos de primeira escolha que, muitas
vezes, sdo utilizados de forma empirica. Assim, foi possivel obter um panorama da realidade
que se enfrenta no dia-a-dia da clinica de referéncia. A percentagem de isolados, quer MRSP
ou MSSP, resistentes a antibioticos de primeira escolha é alarmante, pelo que a utilizacdo de
antibidticos de segunda escolha se torna cada vez mais comum. A escassez 6bvia de alternativas
antibidticas em casos de isolados MRSP e multirresistentes, torna o tratamento extremamente
desafiante e, por vezes, frustrante.

Para além da importancia fundamental da continuacédo de estudos de investigacao nesta
area, torna-se, ainda, de maior relevancia a divulgacgdo e sensibilizacdo da problemaética da
resisténcia antibiotica perante a comunidade Médico-Veterinaria. A aplicacdo de antibioterapia
empirica em clinica de primeira opinido, sem realizagdo de antibiograma, pode resultar, além
de um tratamento mal sucedido, em perdas econémicas, com a procura, por parte do cliente, de
outras alternativas.

Num caminho cada vez mais dirigido a uma era pré-antibiotica, é de extrema
importancia o alerta para esta problematica que, apesar de pouco divulgada, é uma realidade

alarmante e cada vez mais comum.
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Resultados dos Antibiogramas
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