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RESUMO

BARBOSA, Rafaella Tortoriello. Identifica¢do e perfil de resisténcia de bactérias do género
staphylococcus isoladas de caes atopicos apresentando quadro de piodermite secundaria: um
risco para saide humana. 2025. 109p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterinaria, Ciéncia
Veterinaria). Instituto de Veterindria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,

Seropédica, RJ, 2025.

Piodermites recorrentes em caes com dermatite atopica representam um desafio significativo,
inclusive pelo surgimento de cepas bacterianas resistentes, como Staphylococcus
pseudintermedius resistente a meticilina (MRSP). Este estudo teve como objetivo identificar
cepas bacterianas resistentes e multirresistentes em caes diagnosticados com dermatite atopica
apresentando quadro de piodermite secundaria atendidos no Hospital Veterinario da
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, além de correlacionar a presenga dessas
bactérias com o histdrico de uso de antimicrobianos. O estudo envolveu 107 amostras de caes
com dermatite atopica apresentando quadro de piodermite, para os testes de deteccao fenotipica
e genotipica somente foram utilizados isolados bacterianos caracterizados com
Staphylococcus. Os métodos fenotipicos incluiram provas como coagulase, catalase, testes
bioquimicos especificos e antibiograma por disco-difusdo. Os testes genotipicos envolveram a
amplificacdo dos genes 16S rRNA e detecgdo de resisténcia direcionada exclusivamente do
gene mecA. Adicionalmente, o estudo empregou a espectrometria de massa por tempo de voo
com dessor¢ao/ionizac¢ao a laser assistida por matriz na identificacdo microbioldgica em nivel
de espécie. Os resultados revelaram que Staphylococcus pseudintermedius foi a espécie
bacteriana predominante, representando 47,7% dos isolados. Entre os Staphylococcus
avaliados, 35,5% apresentaram o gene mecA, enquanto 33% dos isolados demonstraram
multirresisténcia a pelo menos trés classes de antibidticos. Foi observada uma correlagdo
significativa entre o uso frequente de antimicrobianos, especialmente a amoxicilina associada
ao acido clavulanico e cefalexina com o surgimento de cepas resistentes. Os achados ressaltam
a importancia do uso racional de antibioticos na medicina veterinaria para conter os riscos a
saude publica minimizando os riscos de transmissdo zoonoética de bactérias resistentes.
Iniciativas educacionais voltadas para médicos veterinarios sao recomendadas para promover

o0 uso responsavel de antibioticos e maior conscientizacao.

Palavras-chave: Dermatite atopica canina, piodermite recorrente, Staphylococcus

pseudintermedius resistente a meticilina, resisténcia antimicrobiana, Maldi-Tof.



ABSTRACT

BARBOSA, Rafaella Tortoriello. Identification and resistance profile of Staphylococcus spp.
isolated from atopic dogs with secondary pyoderma: a potential risk to human health 2025
109p. Tesis (Doctor in Veterinary Medicine, Veterinary Sciences.). Veterinary Institute,

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2025.

Recurrent pyodermas in dogs diagnosed with atopic dermatitis pose a significant challenge,
particularly due to the emergence of resistant bacterial strains such as methicillin-resistant
Staphylococcus pseudintermedius (MRSP). This study aimed to identify resistant and
multidrug-resistant bacterial strains in dogs presenting with secondary pyoderma associated
with atopic dermatitis, treated at the Veterinary Hospital of the Federal Rural University of Rio
de Janeiro. Furthermore, it sought to correlate the presence of these pathogens with the animals’
history of antimicrobial usage. A total of 107 samples from dogs with atopic dermatitis and
pyoderma were analyzed. For phenotypic and genotypic detection assays, only bacterial
isolates identified as belonging to the genus Staphylococcus were considered. Phenotypic
analyses included tests such as coagulase, catalase, specific biochemical assays, and disk
diffusion antibiograms. Genotypic evaluations involved amplification of the 16S rRNA gene
and detection of resistance specifically mediated by the mecA gene. In addition, species-level
microbial identification was performed using matrix-assisted laser desorption/ionization time-
of-flight mass spectrometry, an advanced technique that allows rapid and highly accurate
profiling of bacterial proteomic signatures. The results demonstrated that Staphylococcus
pseudintermedius was the most prevalent species, accounting for 47.7% of isolates. Among
Staphylococcus evaluated, 35.5% harbored the mecA gene, and 33% exhibited multidrug
resistance to at least three classes of antibiotics. A significant correlation was observed between
frequent antimicrobial administration particularly amoxicillin combined with clavulanic acid
and cephalexin and the emergence of resistant strains. These findings underscore the critical
importance of rational antibiotic use in veterinary practice to mitigate public health risks and
limit zoonotic transmission of resistant bacteria. Educational initiatives targeting veterinary
professionals are recommended to foster responsible antimicrobial use and promote greater

awarencss.

Keywords: Canine atopic dermatitis, recurrent pyoderma, methicillin-resistant Staphylococcus

pseudintermedius, antimicrobia resistance, Maldi-Tof.
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1. INTRODUCAO

A dermatite atopica canina (DAC) ¢ uma das doengas alérgicas mais frequentes
observadas na pratica clinica de pequenos animais. Caracteriza-se por um processo
inflamatorio crdnico, associado a prurido persistente e alteragdes na barreira cutanea. Essa de
base genética proporciona a penetragdo de alérgenos ambientais € microrganismos, tornando a
pele do cdo atdépico um ambiente adequado a colonizagdo e proliferagdo bacteriana.
Resultando, em quadros de infe¢do secundaria, especialmente as observadas nos pacientes com

DAC.

Entre os agentes bacterianos mais comumente envolvidos, destaca-se Staphylococcus
pseudintermedius, uma bactéria comensal da pele dos caes, mas que, em condi¢des de disbiose,
pode se comportar como patdogeno oportunista. Ou seja, a perda da diversidade microbiana ¢ a
proliferagdo de Staphylococcus pseudintermedius, ¢ reconhecida como um importante fator

predisponente para a ocorréncia de infegdes recorrentes em caes atopicos.

As piodermites caninas sdo tradicionalmente classificadas de acordo com a
profundidade das lesdes, podendo ser de superficie, superficiais e profundas. Contudo,
independe da classificagdo, essas infecdes sdo consideradas secundarias, quase sempre
associadas a doencas de base, como a propria DAC. Nesse sentido, o sucesso terapéutico esta
ndo apenas correlacionado a escolha adequada do antimicrobiano, mas também a identificagao

e ao controle da causa primaria.

No decorrer dos anos, tem-se observado um aumento expressivo na prescri¢ao de
antimicrobianos, principalmente em casos de infe¢cdes de pele recorrentes. Em muitos desses
casos, o tratamento ¢ realizado de forma empirica, sem a realiza¢do de cultura e antibiograma,
0 que contribui para a selecdo e disseminagdo de cepas bacterianas resistentes. Essa pratica
indevida e demasiada ¢ preocupante, pois a resisténcia antimicrobiana, especialmente a
meticilina, limita as opgdes terapéuticas disponiveis e contribui com o risco de falha no

tratamento.

A resisténcia bacteriana ndo € apenas um problema exclusivo da medicina veterindria,
mas sim uma questao que envolve satide publica. A convivéncia proéxima entre caes e humanos,

principalmente em ambientes domésticos, facilita a troca de microrganismos, incluindo cepas



resistentes. Casos de transmissao de Staphylococcus aureus e S. pseudintermedius resistentes
a meticilina entre animais e seus tutores ja foram documentados, alertando para a necessidade

de abordagens associadas sob a perspectiva em Satde Unica.

Diante desse cenario, torna-se essencial compreender os fatores envolvidos no
aparecimento e manuten¢do das cepas resistentes nos cdes, em especial naqueles pacientes
dermatopatas cronicos. A investigacdo do perfil de resisténcia bacteriana em cdes com
piodermite recorrente, associada a DAC, ¢ uma ferramenta extremamente importante para
estimular praticas clinicas mais seguras de prescri¢ao de antimicrobianos e contribuir para a

reducao da resisténcia.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Dermatite Atépica Canina

2.1.1. Defini¢do e relevancia, manifestacdes clinicas e diagnostico da Dermatite Atdpica
Canina

A dermatite atopica canina (DAC) ¢ uma doenca de pele, cronica, pruriginosa e
inflamatoria que afeta de 10 a 30% dos caes e compartilha semelhangas com a dermatite atopica
humana. Esta ¢ uma sindrome complexa influenciada por fatores genéticos e ambientais, ou
seja, uma doenga de multifacetada com varios fendtipos e mecanismos (Hillier; Griffin, 2001;
Nutall el at., 2019).

Recentemente, o Comité Internacional de Doencas Alérgicas de Animais (ICADA)
redefiniu a dermatite atdpica canina (DAC) como uma doenca de pele hereditaria, caracterizada
por inflamacdo e prurido, em grande parte mediada por células T. A condicdo resulta da
interagdo entre a disfun¢do da barreira cutanea, a sensibilizagdo a alérgenos e o desequilibrio
da microbiota da pele (Eisenschenk et al., 2023).

Linek, M., & Favrot, C. (2010) demostraram que a DAC ¢ uma doenca de pele
angustiante, com impactos significativos na qualidade de vida dos caes portadores e de seus
tutores. Esse impacto pode ser mais amplo, conforme a extensao das lesdes, o estagio da doenga
(aguda ou cronica) e a presenga de fatores de exacerbacdo, como mudancas ambientais e

infegcdes oportunistas.

A DAC manifesta-se predominantemente em areas como face, orelhas, patas,
extremidades, axilas e regido ventral, onde sdo observadas alteragdes cutaneas progressivas.
Inicialmente, surgem eritema e papulas, evoluindo para escoriagdes, alopecia, liquenificagao e
hiperpigmentagdo, frequentemente exacerbadas pelo auto-trauma e infecdes secundarias. A
expressao clinica pode incluir episodios recorrentes de otites e piodermites (Hensel et al., 2015;

Nutall et al., 2019; Marsella, R. 2021) (Figura 1).



Figura 1: Avaliacdo clinica de um cao com dermatite atopica. A) Lesdo em regido interdigital
observada no membro toricico direito apresentando alopecia, hiperqueratose; B) Pavilhao
auricular comprometido apresentando eritema, eczema, descamagdo, presen¢a de secrecao e

com as margens das orelhas preservadas.

O diagnéstico ¢ desafiador, a auséncia de uma manifestagao patognomonica, demanda
uma abordagem criteriosa baseada na exclusdo de outras etiologias, como dermatoses de
origem parasitaria ou infecciosa. Assim, a constru¢do do diagndstico torna-se através da
correlacdo entre sinais clinicos e exclusdo de outras dermatoses, permitindo uma compreensao
mais precisa da condicdo e direcionamento terapéutico adequado (Hensel et al., 2015; Nutall

et al., 2019; Marsella, R. 2021).
2.1.2. Etiopatogenia da Dermatite Atopica Canina

Historicamente, existem duas hipoteses opostas propostas para explicar a patogénese
da dermatite atopica canina (DAC). A teoria "de fora para dentro" sugere que defeitos primarios
na barreira cutanea permitem a penetragao de alérgenos, levando a sensibilizacdo imunolégica
e a ativagdo inflamatoria. J4 a teoria "de dentro para fora" defende que a ativagdo imune € o
fator inicial, resultando em um comprometimento secundério da barreira cutanea. No entanto,
pesquisas da ultima década demonstram que ambos 0s mecanismos atuam em conjunto, ou

seja, associados para desenvolvimento da DAC (Nutall et al., 2019).



Portanto, a DAC ¢ uma condi¢do caracterizada por uma resposta imune desregulada
que envolve predisposi¢ao genética, fatores ambientais e disfung@o da barreira cutanea (Hensel
et al.,, 2015). A exposi¢do a alérgenos ambientais, como poélen, acaros, poeira doméstica e
outras particulas transportadas pelo ar, resulta na interagdo com o sistema imunoldgico
desencadeando a ativagdo de processos inflamatorios cronicos. Esses fatores podem ser os
principais contribuintes para a doencga, embora seus papéis exatos ainda estejam sob

investigacdo (Marsella, R. 2021).

A literatura aponta que caes atdpicos possuem alteragdes genéticas que influenciam
diretamente a regulacdo da resposta imune adaptativa, particularmente na ativagao das células
T do tipo 2 (Th2), favorecendo um perfil imunolédgico alérgico (Marsella et al., 2012). Do ponto
de vista imunopatologico, a DAC ¢ considerada uma reacdo de hipersensibilidade do tipo I
mediada por IgE, em que a exposicao a alérgenos ambientais leva a sensibilizagdo do sistema
imune. Essa resposta ¢ desencadeada pela produg¢do de imunoglobulina E (IgE) especifica
contra os alérgenos ambientais, com subsequente a ativacdo de mastocitos e liberagcdo de
mediadores inflamatorios, como histamina e prostaglandinas, que desencadeiam prurido e
inflamagao cutanea (Halliwell, 2006; Favrot et al., 2010). O padrao da resposta imune
desregulada favorece a ativagdo células Th2 e a producdo de citocinas como IL-4, IL-5 e IL-
13, que mantendo e o processo inflamatério (Hensel et al., 2015; Marsella, R. 2021) (Figura
2).
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Figura 2: Imagem representativa da condicdo caracterizada por uma resposta imune

desregulada associada a exposicao a fatores ambientais e a disfuncdo da barreira cutanea.

A exposicdo constante com os alérgenos ambientais, comum em animais criados em
ambientes urbanos, fechados e com menor ventilagdo atuam como importantes perpetuastes da
DAC. A sazonalidade também pode influenciar o padrao clinico da doenga, intensificando os
sinais clinicos em determinadas épocas do ano (Marsella & Olivry, 2001; Hensel, P et al.,

2023).

Em resumo, a imunopatogénese da dermatite atopica canina é caracterizada por uma
resposta imune inadequada dominada por Th2 a alérgenos ambientais, levando a producao de
IgE, ativagdo de mastocitos e inflamacao cronica, agravada pela disfun¢do da barreira cutanea
e infegdes secundarias. Essa triade contribui para a instalacdo de um processo inflamatorio
cronico, recorrente e frequentemente refratario, que demanda uma abordagem terapéutica

multidisciplinar e individualizada (Marsella, R. 2021).

2.1.3. Relagdo entre Dermatite Atopica Canina, barreira cutdnea e microbioma

A barreira cutdnea ¢ composta por cornedcitos do estrato cérneo, lamelas lipidicas
estruturadas por colesterol, 4cidos graxos e ceramidas. Esta tem um papel crucial na
homeostase cutdnea, ou seja, agindo como a primeira linha de defesa contra agentes externos

(Marsella, R. 2011 Santoro, D et al., 2015).



A integridade da barreira cutanea desempenha um papel crucial na patogénese da DAC,
sendo que alteragdes na barreira podem predispor os cdes ao desenvolvimento da doenca. Em
caes atopicos, observa-se aumento da perda transepidérmica de dgua, facilitando a entrada de
alérgenos e predispondo a inflamagdo continua da pele. Alteracdes na composi¢ado lipidica,
especialmente a redugdo de ceramidas, e a menor expressdo de proteinas estruturais como
filagrina e a involucrina, corroboram o comprometimento funcional da barreira (Marsella et

al., 2011; Olivry, T. 2011).

Além das alteracdes estruturais, recentemente foi descoberto que a barreira prejudicada
também pode influenciar na resposta imunologica do individuo favorecendo a ativacdo da
resposta Th2. Ou seja, os queratindcitos atualmente sdo reconhecidos como elementos
imunologicamente ativos, capazes de produzir e ativar citocinas e quimiocinas pro-
inflamatdrias, como a linfopoietina estromal timica (TSLP) e a interleucina 33 (IL-33). Essas
por vez atuam como moduladoras da resposta imune, estimulando células dendriticas e
linfocitos T, intensificando o perfil inflamatério Th2 caracteristico da DAC (Hensel et al.,

2015, Santoro, D et al., 2023; Banovic. 2024) (Figura 3).
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Figura 3: Imagem representativa da barreira cutanea equilibrada e desregulada e de sua

importancia na patogénese da dermatite atopica canina.

Outro aspecto relevante € a interagdo entre a barreira cutanea e o microbioma. Quando
a integridade da barreira epidérmica ¢ comprometida, ha uma predisposi¢cao ao desequilibrio
microbiano. A pele dos cdes ¢ naturalmente colonizada por diversos de microrganismos,
conhecido como microbioma cutaneo, esse exerce fungdes importantes na manutengao da
homeostase cutinea, atuando na prote¢do contra patégenos e na modulagdo do sistema
imunoldgico local. Ele desempenha um papel crucial na manutenc¢ao da satde da pele e pode

ser influenciado por fatores como dieta, ambiente e estado de satude, incluindo condigdes como

dermatite atdpica (Santoro, D et al., 2023).

Em cades atopicos, ha uma reducdo na diversidade microbiana da pele, com
predominancia de organismos como Staphylococcus pseudintermedius e Malassezia
pachydermatis. O desequilibrio da microbiota cutanea tem sido associado a piora das lesdes
dermatolodgicas e a intensificagao do prurido e inflamagao (Santoro et al., 2015; Pierezan, F. et
al., 2016; Nakatsuji et al., 2020). Apesar do crescente numero de estudos publicados na area, a
interacdes entre a DAC e o microbioma da pele ainda ndo sdo totalmente compreendidas, ou
seja, o papel preciso da disbiose cutanea na progressao e cronicidade da doenca permanece em

investigagdo (Santoro, D. et al., 2023).



2.1.4 Critérios de Favrot e utilizagdo do indice CADESI no diagnostico da dermatite atdpica

canina.

A DAC ¢ uma doenca de base alérgica, inflamatdria e pruriginosa, de diagndstico
desafiador devido a auséncia de um teste diagnostico especifico e definitivo. Diante disso, os
critérios de Favrot consistem em um conjunto de sinais clinicos que auxiliam em sua
identificacdo. Os critérios de Favrot foram estabelecidos por meio de um estudo prospectivo
multicéntrico, que incluiu 719 cdes com prurido cronico. A partir dessa amostra, foram
definidos os critérios clinicos e para um diagnostico provavel. Portanto, para tal € necessario
que o animal apresente pelo menos cinco dos oito critérios estabelecidos (Favrot et al., 2010;

Hensel et al., 2015).

A aplicagdo desses critérios demonstrou sensibilidade de 77,2% e especificidade de
83,0% quando cinco critérios sdo atendidos. Aumentando para seis critérios, a especificidade
sobe para 93,7%, embora a sensibilidade diminua para 42,0% (Favrot et al., 2010; Hensel et
al., 2015) (Tabela 1). No entanto, esses critérios ndo tém valor diagndstico isolado e ndo
substituem a investigacdo clinica completa, incluindo exclusdo de ectoparasitoses, infegdes
secundarias e outras doengas alérgicas, como hipersensibilidade alimentar. Os critérios sao
valiosos como ferramenta auxiliar na rotina clinica e na selecdo de pacientes para estudos

cientificos (Favrot et al., 2010; Hensel et al., 2015).

Tabela 1. Critérios de Favrot aplicados para garantir a uniformidade das amostras em estudos

com caes diagnosticados com dermatite atopica canina

Critérios Avaliados Sim (V) Nio (V)

Aparecimento dos sinais antes dos 3 anos de vida
Cao que vive maior parte do tempo dentro de casa
Prurido responsivo a corticoterapia

Prurido como primeiro sinal e somente apds lesdes
Extremidades dos membros toracicos afetadas
Pavilhoes auriculares afetados

Margens auriculares nao afetadas

Area dorso-lombar nio afetada

Fonte: Favrot 2010



A aplicabilidade dos critérios de Favrot tem sido amplamente validada por estudos
recentes que buscaram padronizar o diagnéstico da DAC, conferindo maior rigor metodologico
a investigagoes clinicas e epidemiologicas. Diversas pesquisas de impacto tém adotado esses
critérios como ferramenta de selecdo criteriosa dos animais participantes, contribuindo para a
homogeneizagao das amostras e a reprodutibilidade dos resultados (Pierezan et al., 2016; Older

et al., 2020; Ribeiro et al., 2020; Marsella et al., 2020).

O Indice de Extensdo e Severidade da Dermatite Atdpica Canina (CADESI) é uma
ferramenta quantitativa utilizada para avaliar a gravidade das lesdes cutaneas em caes com
DAC. O CADESI-4 representa uma versdo aprimorada de seus antecessores (CADESI-1, 2 e
3), com aplicacdo mais pratica e confidvel na rotina dermatologica, tanto em ensaios clinicos

como em acompanhamento clinico (Olivry T. et al., 2014).

A versdo mais recente, CADESI-4, considera 20 regides corporais, avaliando trés tipos
de lesdes: eritema, liquenificagdo e alopecia/escoriagdo. Cada lesdo € pontuada em O (ausente),
1 (leve), 2 (moderada) e 3 (grave), permitindo uma classificacdo da doenca em leve, moderada
ou severa. A utilizagdo do CADESI-4 na pratica clinica proporciona uma avaliacdo objetiva da
progressao da DAC e da resposta ao tratamento, sendo especialmente util em estudos clinicos

e na monitorizacdo de terapias (Olivry T. et al., 2014).

O CADESI-4 demonstrou alta confiabilidade, sensibilidade e correlagdo com o grau de
prurido e qualidade de vida do animal e do tutor. Além disso, a aplicagdo do indice favorece a
padronizagdo entre diferentes avaliadores e centros de pesquisa, permitindo uma comparacao
objetiva dos efeitos de abordagens terapé€uticas, como corticoides, oclacitinib, ciclosporina, ou
imunobioldgicos como o lokivetmab (Olivry et al., 2014; Olivry et al., 2015; Olivry et al.,
2018).

Diante de sua relevancia clinica e cientifica, o CADESI-4 se consolida como uma
ferramenta indispensavel na avaliagdo de cdes acometidos por DAC, contribuindo para a
precisdo diagnostica, para o delineamento terapéutico e para o progresso das pesquisas em

dermatologia veterinaria (Olivry et al., 2014; Olivry et al., 2015; Olivry et al., 2018).

A integracdo dos critérios de Favrot e do indice CADESI na rotina clinica veterinaria
oferece uma abordagem estruturada e objetiva para o diagnodstico e monitoramento da dermatite
atopica canina. Essas ferramentas auxiliam na identificacdo precoce da doenca, na avaliagdao

da gravidade das lesdes e na eficacia das intervengdes terapéuticas, contribuindo para um
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manejo mais eficaz e melhor qualidade de vida dos pacientes caninos (Favrot et al., 2010;

Marsella. R. et al., 2020).
2.2. Piodermite Recorrente em Caes com Dermatite Atopica Canina
2.2.1. Impacto das infe¢des secundarias na progressao da Dermatite Atdpica Canina

A dermatite atopica canina afeta negativamente ndo apenas a qualidade de vida dos
caes, mas também a de seus tutores. O impacto inclui distarbios do sono, preocupacdes com o
custo e dificuldade no manejo do tratamento, além de consequéncias indiretas como estresse
emocional e mudancas na rotina. O prurido ¢ identificado como o principal fator de sofrimento
pelos responsaveis. Apesar de muitos responsaveis demonstrarem esperanga em relagdo ao
tratamento, cerca de 36% se sentem inseguros quanto a melhor abordagem terapéutica e
preocupam-se com os efeitos colaterais. Além disso, os custos do tratamento foram apontados
como uma preocupagao relevante por aproximadamente 50% dos tutores (Linek, M. & Claude,

F. 2010).

Infecdes bacterianas cutdneas foram apontadas como a terceira causa mais frequente de
atendimentos em clinicas veterinarias, segundo um levantamento realizado no Reino Unido
sobre doengas dermatoldgicas em caes (Peri Lau-Gillard et al., 2023) e constitui a quarta
principal causa para prescri¢do de antibioticos (Loeffler, A. et al., 2025). Apesar de raramente
representar risco a vida, a piodermite causa impacto significativo na morbidade canina,

provocando prurido e reagdes inflamatdrias (Loeftler, A. 2018).

A piodermite ¢ uma condi¢do secundaria, frequentemente associada a presenca de
doencas de base como DAC, e tende a se tornar recorrente quando o distirbio primario nao ¢
corretamente diagnosticado e controlado. Sua recorréncia exige tratamentos prolongados, que
podem gerar frustragdo aos tutores e aumentar significativamente os custos da terapia (Hensel.,

et al., 2015; Loeffler, A. et al., 2018: Loeftler, A. et al., 2025).

O dano a integridade cutanea desencadeia um ciclo vicioso de infe¢ao e inflamacao,
atrapalhando a reestruturacdo do microbioma da pele. Nesse contexto, o supercrescimento de
bactérias como Staphylococcus spp. desempenha um papel critico na intensificagdo da
dermatite atdpica canina. Essas bactérias oportunistas produzem diversos fatores de viruléncia
que agravam os quadros clinicos, sobretudo em animais com barreira cutanea comprometida,

como os que sofrem de dermatite atdpica canina (DAC) (Marsella, R. 2021).
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Entre a agdo das toxinas, destacam-se a capacidade de romper a adesdo entre as células
epidérmicas, a de agdo citolitica que contribui para a destruicio e danos aos tecidos
desencadeando uma resposta imunologica exacerbada, promovendo a liberagdo massiva de
citocinas inflamatérias e agravando o quadro dermatologico (Geoghegan et al., 2009;

Bannoehr, J. & Guardabassi, L. 2012; Pietrocola et al., 2015).

No contexto da dermatologia veterinaria, a identificacdo e compreensdo desses
mecanismos de viruléncia sdo essenciais para o direcionamento do tratamento, principalmente
em casos recorrentes ou refratarios de piodermite. Dessa forma, a abordagem terapéutica deve
considerar ndo apenas o controle do crescimento bacteriano, mas também os efeitos sistémicos
e locais causados por essas toxinas, especialmente em cdes com DAC, nos quais a resposta
inflamatoria exacerbada e a disfuncdo da barreira cutdnea criam um ambiente propicio para

infecdes repetidas e complicadas (Santoro et al., 2015; Santoro et al 2023).

Em sintese, as infe¢des secunddarias exercem influéncia significativa na evolucao clinica
e no manejo terapéutico da dermatite atdpica. Entretanto uma abordagem associada entre os
fatores genéticos, ambientais e infeciosos ¢ imprescindivel em pacientes com DAC (Olivry, T.

et al 2015).

2.2.2. Definig¢do e classificacdo das piodermites

Por defini¢do, piodermite refere-se a infecdes bacterianas que afetam principalmente a
pele, indicando que sempre quando uma bactéria se prolifera em excesso, existe a probabilidade
de manifestar um processo piodérmico (Larsson & Lucas 2016; Gonzalez,D. et al., 2020). A
piodermite surge como consequéncia de doencas subjacentes, incluindo dermatopatias
alérgicas, como DAC, bem como disturbios enddcrinos, parasitarios e anormalidades de
queratinizagdo (Miller et al., 2013; Hillier et al., 2014; Hensel., et al., 2015; Loeffler, A. et al.,
2018).

A classificagdo da piodermite ¢ baseada na profundidade do envolvimento do tecido na
pele. Essa caracterizacdo abrange as piodermites de superficie, superficiais e profundas. A
piodermite de superficie ¢ identificada quando ndo ha invasdo significativa do patégeno na
camada epidérmica, onde as bactérias apenas colonizam o estrato corneo. Sdo infe¢des
bacterianas que apresentam eritema, exsudagdo e por vez, odor desagradavel e que engloba
condig¢des por exemplo como a dermatite piotraumaética e o intertrigo (Larsson & Lucas, 2016;

Loeffler, A. et al., 2025). Por outro lado, a piodermite superficial compromete a epiderme e os
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foliculos pilosos, sendo a foliculite bacteriana a forma mais comum de infe¢do associada a
DAC (Hensel., et al., 2015; Loeffler, A et al., 2025).

Clinicamente, essa condi¢do pode se apresentar com papulas, colaretes epidérmicos,
pustulas, crostas, eritema, hiperpigmentacdo e areas de alopecia. Ja a piodermite profunda ¢
menos comum, porém mais grave, ocorrendo envolvimento da epiderme, dos foliculos pilosos,
da derme e a proximidade com os vasos sanguineos aumentam o risco de disseminacio
sistémica e bacteremia. Embora possa ocorrer em resposta a diversos fatores predisponentes
ou em animais com imunodeficiéncia adquirida, e conforme indicado por nomenclatura,
geralmente se apresentada como foliculite, furunculose e celulite (Kuznetsova et al., 2012;
Mueller et al., 2012; Loeffler, A. et al., 2025). As lesdes incluem fistulas com drenagem
purulenta, serosanguinolentas, crostas hemorragicas, nddulos e diferentes graus de eritema e
edema, sendo a dor um sintoma relativamente comum. As formas localizadas de piodermite
profunda geralmente acometem como a acne mentoniana, foliculite, furunculose e celulite dos
bulls, pododermatite interdigital e piodermite em calos (Loeffler, A. et al., 2018; Loeffler, A.
et al., 2025).

2.2.3. Principais agentes etioldgicos da piodermite secundaria a Dermatite Atdpica Canina

A piodermite secundaria a DAC estd frequentemente associada a colonizagdo e
proliferacdo de microrganismos oportunistas, principalmente quando ha comprometimento da
barreira cutanea. O principal agente etioldgico envolvido é Staphylococcus pseudintermedius,
considerado o patégeno bacteriano residente mais comum em casos de infe¢do cutanea em
caes, especialmente em quadros inflamatorios e pruriginosos como os observados na DAC

(Hensel., et al., 2015; Loeffler, A. et al., 2018; Loeffler, A. et al., 2025).

Um estudo retrospectivo realizado no Canadd demonstrou que os estafilococos foram
responsaveis por 76,8% dos isolados bacterianos obtidos de amostras cutdneas de cdes no
periodo entre 1994 e 2013 (Awosile, B. et al., 2018). Dados mais recentes, obtidos por meio
do sequenciamento do gene 16S do RNA ribossomico, reforcam essa predominancia,
identificando os estafilococos como os microrganismos mais frequentemente encontrados em
swabs de lesdes cutaneas de caes atdpicos (Older, CE. et al., 2020). Dentre as espécies isoladas,
o Staphylococcus pseudintermedius coagulase-positivo destaca-se como o agente
predominante, presente em mais de 90% dos casos de piodermite canina, especialmente nas

formas superficiais conforme evidenciado por estudos clinicos e andlises laboratoriais,
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independentemente do perfil de suscetibilidade a meticilina. (Lynch, SA & Helbig, K. 2021;
Faccin, M. et al., 2023).

Contudo, outras espécies de estafilococos coagulase-positivos ou negativos também
tém sido identificadas em piodermite em animais com desordens cutaneas. Staphylococcus
schleiferi subsp. coagulans, por exemplo, ¢ reconhecido como um patégeno oportunista em
caes com DAC, aproveitando-se da disbiose para se instalar e causar infe¢des (Frank, L. et al
2003; Kawakami, T. et al., 2010), Espécies como Staphylococcus scuri, Staphylococcus
hominis, Staphylococcus haemolyticus Staphylococcus coagulans, embora normalmente
consideradas residentes da microbiota cutanea e mucosa, podem ser isolados em culturas e ser
considerados como patdgenos oportunistas em situagdes de imunossupressdo ou ruptura da
integridade da pele, como ocorre em cdes com dermatite atopica. Entretanto sua relevancia

clinica ainda discutida (Miszczak M. et al., 2023; Kania, S. et al., 2004).

Staphylococcus aureus ¢ amplamente reconhecido como o principal agente etiologico
das piodermites em humanos, sendo responsavel por uma variedade de infe¢cdes cutineas.
Estudos indicam que essa bactéria causa entre 80% e 90% dessas infegdes em todo o mundo
(Al Kindi., et al., 2019). Embora menos frequente na espécie canina, Staphylococcus aureus,
também tem sido isolado em infe¢des secundarias, especialmente na presenga de alergias,
disfun¢des imunoldgicas ou em animais oriundos de residéncias onde vivem profissionais da

area da satde (Qekwana, D. et al., 2017; Gonzale,-D. et al., 2020; Chanayat, Y. et al., 2021).

Em casos de lesdes nodulares ou com maior comprometimento da pele, como ocorre
nas piodermites profundas, ¢ comum a participacdo de bactérias além dos estafilococos.
Agentes como Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa podem estar envolvidos. Neste
caso, para garantir um diagndstico preciso, ¢ indispensavel a realizacdo de culturas
microbioldgicas e, por vez, o uso de métodos moleculares para identificacdo dos agentes

causadores (Loeffler, A.et al., 2025).

Em condi¢des normais, o sistema imunologico do hospedeiro mantém uma relacao
equilibrada com o microbioma cutineo, regulando a proliferacio dos microrganismos
presentes na pele. Dessa forma, mesmo microrganismos considerados parte da microbiota
residente e geralmente inofensivos, podem se tornar patogé€nicos em situagdes de disbiose

(Marsella et al., 2011; Santoro et al., 2015; Banovic. 2024).

2.2.4. Diagnostico clinico e laboratorial das Piodermites
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O diagnostico clinico e laboratorial das piodermites em cdes deve ser conduzido de
forma criteriosa, respeitando a sua natureza secundaria e a crescente necessidade de uso
racional de antimicrobianos. A abordagem diagnoéstica envolve inicialmente a observagdo das
manifestagdes clinicas caracteristicas e sua classificacdo em piodermite de superficie,
superficial ou profunda. Péapulas eritematosas, pustulas foliculares, colaretes epidérmicos,
crostas, alopecia multifocal, eritema, além de alteragdes pigmentares como hiperpigmentagao

e areas alopécicas com aspecto de “roedura por tragas” principalmente em ragas de pelagem

curta, sdo manifestagdes caracteristicas (Hillier, A. et al., 2014; Loeffler, A. et al., 2018;

Marsella, 2021; Loeftler, A. et al., 2025) (Figura 4).

Figura 4: Animais portadores de Dermatite Atopica com piodermite de repetigdo. A) lesdes

pustulares na regido inguinal (setas pretas); B) Notar os colaretes epidérmicos (setas brancas).

A citologia cutanea, especialmente por impressao direta ou fita adesiva, ¢ altamente
recomendada como ferramenta complementar essencial, permitindo a visualizagdo de cocos
intra e extracelulares, além de avaliar a presencga de neutrofilos degenerados e outras células
inflamatorias. Essa pratica, quando bem executada, contribui significativamente para confirmar
a infe¢do bacteriana e orientar a conduta terapéutica (Hillier, A. et al., 2014; Loeffler, A. et al.,

2025).
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A cultura bacteriana e o teste de suscetibilidade antimicrobiana devem ser considerados,
sobretudo em casos de piodermites profundas, cronicas, recorrentes ou quando houver falha
terapéutica. Nessas situacdes, a identificagdo precisa do agente etioldogico ¢ crucial,
especialmente frente a crescente incidéncia de estafilococos resistentes na medicina veterinaria

(Loeffler, A. et al., 2025).

O diagndstico diferencial, portanto, ndo deve se basear apenas no isolamento de
estafilococos coagulase-positivos ou negativos. A diferenciagdo precisa das espécies,
especialmente de S. aureus e S. pseudintermedius, ¢ fundamental, pois possuem implicagdes
relevantes em satde publica (Borjesson, S. et al., 2014; Drougka, E. et al., 2016; Thomson, P.
et al., 2022). Testes bioquimicos especificos ou técnicas moleculares validadas devem ser
utilizados para garantir a correta identificacdo das espécies. Sistemas automatizados comuns
na medicina humana nem sempre sdo confidveis na diferenciacao de estafilococos de interesse
veterinario, especialmente S. pseudintermedius e S. schleiferi subsp. coagulans (Sasaki, T. et

al., 2010; Gonzalez, D. et al., 2020; Maxson, T. et al., 2017).

Em suma, o diagndstico das piodermites caninas deve ser, integrando em avaliacdo
clinica, citoldgica e microbiologica. Essa abordagem abrangente permite nao apenas confirmar
a infecdo, mas também identificar corretamente o agente envolvido e avaliar o perfil de
resisténcia, aspetos essenciais para o manejo eficaz e responsavel da doenca, respeitando os
principios da medicina veterinaria baseada em evidéncias e da saude tinica (Loeffler, A. et al.,

2018; Loeffler, A. et al., 2025).
2.2.5. Manejo das Piodermites: terapias topicas, sist€émicas

Historicamente, o tratamento das piodermites em cdes era realizado, em sua grande
maioria, no uso empirico de antibidticos sistémicos, com pouco ou nenhuma utilizagao de
terapias topicas. Entretanto, essa pratica tem se mostrado cada vez mais ineficaz, especialmente
em regides onde se observa o surgimento de padrdes de resisténcia bacteriana, particularmente
entre os estafilococos. Diante desse cendrio, o controle das piodermites de repeticdo e
principalmente as por infe¢des resistentes, tornou-se um dos maiores desafios para os médicos-
veterinarios, exigindo a utilizacdo de estratégias terapéuticas alternativas e o uso racional de

antibidticos sistémicos (Morris, D. et al., 2017; Burke & M, Santoro D., 2023).

A escolha do tratamento ideal deve considerar ndo apenas o perfil de resisténcia

antimicrobiana, mas também a extensdo e gravidade das lesdes, caracteristicas individuais do
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paciente (como tipo de pelagem, temperamento e ambiente em que vive), presenca de
comorbidades e a viabilidade do tutor em administrar terapias, sejam elas topicas ou sist€émicas.
Embora as abordagens topicas venham ganhando maior adesdo nos ultimos anos, ainda sdo
pouco utilizadas na rotina clinica, muitas vezes devido a percepgao de que o manejo pelo tutor
pode ser dificil. Essa preocupacdo ¢ compreensivel, visto que alguns tutores relatam limitagdes
no manejo das terapias topicas ou pelo comportamento dos animais que dificultam a realiza¢ao
dos banhos ou aplicagdes locais (Morris, D. et al., 2017; Santoro, D, 2023; Loeffler, A. et al.,
2025).

Por outro lado, o uso da terapia topica apresenta diversas vantagens, incluindo, menor
necessidade de uso prolongado de antibidticos sistémicos, redugao do risco de efeitos adversos
e menor chance de sele¢do de cepas bacterianas resistentes. Além disso, o uso de xampus e
sprays antissépticos a base de digluconato de clorexidina entre 0,5 e 4%, hipoclorito de s6dio
0,03 a 0,05%, peroxido de benzoila 2,5 a 50%, iragasan 0,5 a 1% oferecem beneficios
adicionais, como a remo¢dao mecanica de crostas, detritos € microrganismos,
independentemente do principio ativo do produto. Em casos de piodermite de superficie ou
superficiais, como a foliculite bacteriana a terapia topica isolada normalmente ¢ eficaz (Hillier,

A. etal., 2014; Loeftler, A. & David, H. 2018; Loeffler, A. et al., 2025).

Estudos recentes demonstraram que essa abordagem ¢ suficiente inclusive frente a
infecdes causadas por cepas resistentes a meticilina (MRSP), apresentando resultados clinicos
semelhantes a antibioticoterapia sist€émica com amoxicilina associada ao acido clavulanico
(Borio et al., 2014; Bajwa, J. 2016). E valido citar que antibidticos topicos tais como;
mupirocina 0,5 a 4%, acido fusidico 2,5 a 5%, bacitracina 0,5 a 1%, também sao muito eficazes,
sendo outra indicag@o aos antissépticos antes da introducdo a terapia sist€émica (Morris, D. et

al., 2017; Loeffler, A. et al., 2025).

Nos casos de piodermite profunda ou refratéria a terapia tdpica, o tratamento sistémico
torna-se indispensavel. A escolha do antibidtico deve ser orientada, preferencialmente, por
cultura bacteriana com teste de sensibilidade. Para a institui¢do de antibioticoterapia sistémica
de forma empirica, recomenda-se, de acordo com diretrizes internacionais, a utilizagao restrita
de antimicrobianos de primeira escolha, como a amoxicilina associada ao 4cido clavulanico, a
cefalexina e a clindamicina. Esses fAirmacos apresentam, historicamente, boa eficicia frente
aos principais agentes etioldgicos da piodermite canina, especialmente Staphylococcus

pseudintermedius. O uso deve ser limitado ao periodo necessario até¢ a disponibilizacdo dos
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resultados da cultura bacteriana e do teste de sensibilidade antimicrobiana (antibiograma), que
devem, sempre que possivel, orientar a escolha terapéutica definitiva. Essa abordagem busca
conservar a eficacia dos antimicrobianos, diminuir o risco da resisténcia bacteriana e assegurar
um tratamento preciso dos pacientes acometidos (Loeffler, A. et al., 2018; Loeffler, A. et al.,

2025).

Com base em uma revisdo critica da literatura, o novo consenso internacional
recomenda iniciar o tratamento sistémico para piodermite superficiais refratarias com um curso
de 14 dias e para as piodermites profundas com duragao de trés semanas, complementado pelo
uso de antimicrobianos topicos e reavaliagdes clinicas a cada duas semanas. Essas reavaliagdes
sdo essenciais para decidir pela continuidade, interrupcdo ou modificagdo da terapia, além de
permitirem a verificacdo da adesdo ao tratamento, avaliagdo de efeitos adversos e investigacao

de doengas primadrias subjacentes (Loeffler, A. et al., 2025).

Se, na reavalia¢do, ndo houver melhora clinica, deve-se realizar nova citologia nas areas
previamente afetadas para confirmar a presenga de bactérias intracelulares. Caso confirmada a
persisténcia da infeccdo, recomenda-se a realizacdo de cultura bacteriana e teste de
sensibilidade para detectar resisténcia antimicrobiana. Por outro lado, se ndo houver mais sinais
citoldgicos de infec¢do bacteriana, as lesdes persistentes podem estar relacionadas a condigdes
inflamatorias estéreis ou cronicas subjacentes, devendo-se considerar o uso de medicagdes anti-
inflamatorias, como prednisolona ou ciclosporina, conforme o caso clinico. De maneira
geral, o consenso atual ¢ de que raramente serd necessario ultrapassar seis semanas de
tratamento antimicrobiano apropriado para eliminar o componente infeccioso secundario das

lesdes cutaneas (Loeffler, A. et al., 2025).

O uso de antimicrobianos como rifamicina, amicacina o e clorofenicol devem ser
estritamente limitados a casos de infec¢des por estafilococos resistente e multirresistentes.
Esses farmacos, frequentemente sdo essenciais na medicina humana, como no tratamento da
tuberculose e apresentam riscos relevantes de toxicidade em caes, além de contribuirem para a
selecdo de resisténcia com potencial zoondtico. Para sua indicagdo, ¢ necessario respaldo
microbiologico, avaliagdo clinica detalhada e comprometimento do tutor com o
acompanhamento. J4 linezolida e a vancomicina, sdo fortemente desaconselhados, por serem
de uso exclusivo humano e proibidos em medicina veterinaria em véarios paises e ndo devem
ser utilizados na rotina clinica, mesmo com eficacia in vitro, devido ao alto risco de seleg¢ao de

resisténcia e impactos a saude publica (Loeffler, A. et al., 2025).
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Outras abordagens complementares incluem o uso de terapia com bacteriofagos,
probidticos cutaneos, entre outras. Embora essas opg¢des ainda faltem em ampla validacao
cientifica, podem ser Uteis em combinagdo com a terapia antimicrobiana tradicional. Devido
ao alto risco de selecionar cepas bacterianas resistentes, o uso inadequado de antibidticos
sistémicos em regime de "pulsoterapia" ou em dose menores que as recomendadas ndo ¢

recomendado (Guan, C. et al., 2022; Piewngam, P. et al., 2023; Loeffler , A. et al., 2025).

Por fim, a medida mais eficaz para prevenir recidivas de piodermite e evitar a selecao
de cepas resistentes ¢ a identificacdo e o controle da doenga primaria subjacente, como a
dermatite atopica canina. Esse desafio exige uma abordagem clinica criteriosa, baseada em
citologia e cultura bacteriana, assim como um plano terapéutico individualizado, que considere
as particularidades de cada paciente e promova o uso racional de antimicrobianos (Marsella,

2021; Loeffler, A. et al., 2025).

2.3. Resisténcia Antimicrobiana em Staphylococcus spp.

2.3.1. Staphylococcus spp: Conceito, fatores de viruléncia e mecanismos gerais de resisténcia

As bactérias do género Staphylococcus, pertencentes a familia Staphylococcaceae, sao
cocos Gram-positivos, dispostos de forma irregular, comumente descritos como semelhantes a
“cachos de uva”. S3o microrganismos anaerobios facultativos, imoveis, ndo esporulados,
catalase-positivos e naturalmente resistentes a bacitracina (0,04 UI). Esse género esta
amplamente distribuido na natureza e coloniza comensalmente a pele e mucosas de mamiferos
e aves, podendo tornar-se patogénico em situagdes de quebra de barreira ou imunossupressao

(Devriese, L. et al., 2005; Bannoehr, J. & Guardabassi, L. 2012) (Figura 5).
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Figura 5: Micrografia eletronica de varredura, ampliada em 10.000 vezes, revela a
morfologia do Staphylococcus aureus, evidenciando estruturas esféricas (cocos) dispostas de

forma semelhante a agrupamentos de uvas.
Fonte: https://www.lecturio.com/pt/concepts/staphylococcus/

O género Staphylococcus é taxonomicamente diverso, com mais de 50 espécies
descritas (List of Prokaryotic Names With Standing in Nomenclature, 2018), tradicionalmente

classificadas pela producdo da enzima coagulase (Figura 6).
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Grupo Espécie

Gram-positivos — Coagulase-positivos Staphylococcus aureus
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans
Gram-positivos — Coagulase-negativos Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus haemolyticus

Figura 6: Classificacdo bacteriana de acordo com a de coloragdo de Gram e coagulase.

As espécies coagulase-positivas de maior interesse clinico incluem S. aureus, S.
pseudintermedius, S. schleiferi subsp. coagulans, entre outras, as quais demonstram certo grau
de especificidade de hospedeiro (Devriese et al., 2005; Sasaki et al., 2007). Por outro lado, os
estafilococos coagulase-negativos (CoNS), como S. epidermidis, S. haemolyticus e S. hominis,
historicamente considerados saprofitas, vém ganhando destaque por sua capacidade de atuar
como patdgenos oportunistas, especialmente em ambientes hospitalares veterinarios (Kania, S.

et al., 2004; Miszczak, M. et al., 2023).

Staphylococcus pseudintermedius foi originalmente classificado como S. intermedius,
até que estudos moleculares revelaram sua individualidade como espécie. A caracterizacao
levou a formagdo do Grupo S. intermedius (SIG), que inclui S. intermedius, S.
pseudintermedius € S. delphini. Atualmente, S. pseudintermedius ¢ reconhecido como o
principal agente causador de infec¢des cutaneas em caes, devendo os isolados caninos ser
identificados como tal, exceto se confirmado o contrario por genotipagem (Devriese et al.,

2005; Bannoehr et al, 2007).

Em estudos complementares, Devriese et al. (2005) identificaram o perfil de
crescimento e propriedades bioquimicas de S. pseudintermedius, evidenciando a formagao de
colonias nao pigmentadas em agar sangue de carneiro, circundadas por zona de dupla hemolise.
Esta espécie ¢ catalase e coagulase positiva, positiva para os testes de Voges-Proskauer.
Metabolicamente, produz 4cidos a partir de diversos carboidratos, incluindo D-manose, N-

acetilglicosamina, maltose entre outros (Tabela 2).
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Tabela 2: Resultados esperados nas provas bioquimicas para identificacdo fenotipica de

Staphylococcus pseudintermedius.

Prova Resultado

Coagulase + (Positivo)

Bacitracina R (Resistente)

Polimixina S (Sensivel)

Voges-Proskauer (VP) - (Negativo)

Manose + (Positivo)

Maltose +/- (Variavel)

Identificagdo Staphylococcus pseudintermedius

Microrganismos patogénicos utilizam diversas maneiras de adaptacdo e sobrevivéncia
para colonizar tecidos do hospedeiro, sendo os fatores de viruléncia essenciais nesse processo.
Esses elementos promovem a adesdo as células epiteliais, evitam a agdo fagocitica, facilitam a

invasdo tecidual e a manutenc¢do da infecdo (Marques et al., 2013).

Essa adesdo ¢ mediada por proteinas de superficie bacteriana que reconhecem
componentes como fibrinogénio, fibronectina e coldgeno da célula hospedeira, favorecendo a
fixacdo e colonizagao (Foster, 2009; Dubin et al., 2013; Meroni, G. et al., 2019; Wang, Z. et
al., 2022). Durante as fases iniciais da infecdo, as bactérias podem produzir um
mucopolissacarideo extracelular, diretamente relacionado a producdo de biofilme (Arciola et
al., 2015). Biofilmes podem se formar em tecidos vivos, promovendo infe¢des persistentes de
dificil tratamento, dada a baixa eficacia de antimicrobianos frente a esse sistema, que atua como

barreira fisica (An & Friedman, 1998; McCarthy et al., 2015).

Apbs a colonizagdo no tecido, os estafilococos produzem varias substincias tais como
hemolisinas, leucocidinas, cuja funcdo ¢ destruir os tecidos do hospedeiro, disponibilizando
nutrientes, o que contribui para os danos causados pela infecdo (Haveri et al., 2008; El-Sayed

et al., 2006; Meroni, G. et al., 2019; Wang, Z. et al., 2022).

Staphylococcus pseudintermedius compartilha diversos fatores de viruléncia com S.
aureus, como a coagulase, além de produzir citotoxinas, enterotoxinas e toxinas esfoliativas
(Hajek et al., 1976; Pietrocola et al., 2015). Contudo, muitos desses fatores ainda permanecem
sem caracterizacao aprofundada (Melter et al., 2017). A enterotoxina C foi descrita relacionada

a casos de piodermite canina, produzindo efeitos como a ativag¢do de linfocitos T (Edwards et
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al., 1997; Bannoehr et al., 2012). Entre as toxinas esfoliativas do S. pseudintermedius, destaca-
se SIET, pela formacdo de lesdes cutaneas comuns na piodermite canina e similares a lesdes
oriundas da sindrome da pele escaldada humana e epidermite exsudativa suina (Terauchi et al.,
2003; Lautz et al., 2006). Adicionalmente, outras toxinas esfoliativas como as EXI vém se
destacando pela atividade lesiva a desmogleina-1, ou seja, com capacidade produzir lesdes
pustulares similares as encontradas no pénfigo folidceo canino (Futagawa-Saito et al., 2009;

Iyoriet al., 2011).

Além de sua ampla distribuicao e capacidade de colonizagao, o potencial patogénico de
Staphylococcus spp. ¢ amplificado por sua notavel habilidade de desenvolver resisténcia a
antimicrobianos. Este fendmeno ¢ amplamente associado ao uso indiscriminado de
antibioticos, tanto na medicina humana quanto veterinaria. O aumento da resisténcia entre os
estafilococos, particularmente Staphylococcus pseudintermedius, tem se tornado uma
preocupacdo crescente na medicina veterindria, principalmente no tratamento de infegdes de

pele recorrentes, como a piodermite canina (Schwarz et al., 2017; Burke & Santoro., 2023).

A resisténcia antimicrobiana ¢ um fenomeno bioldgico no qual microrganismos, como
bactérias, desenvolvem a capacidade de sobreviver e proliferar mesmo na presenca de agentes
antimicrobianos que anteriormente eram eficazes contra eles. Essa resisténcia pode se
manifestar sob diferentes formas, classificadas em intrinseca, adquirida, adaptativa e fenotipica

(Schwarz, S. & Chaslus-Dancla, E. 2001; Schwarz et al., 2017).

A resisténcia intrinseca refere-se a capacidade natural de determinadas bactérias
resistirem a certos antimicrobianos devido a caracteristicas estruturais ou funcionais
especificas, como por exemplo pela auséncia de alvos moleculares ou da presenga de barreiras
estruturais que impedem a penetragdo ou acao do farmaco (Schwarz et al., 2017; Palma, E. et

al.,2023).

Por outro lado, a resisténcia adquirida ocorre devido a incorporagao de novos elementos
genéticos, seja por meio de mutagdes espontaneas ou, pela incorporagdo de genes de resisténcia
cedidos por outros microrganismos. Essa transferéncia de genes pode ocorrer por plasmideos,
transposons ou elementos genéticos moveis como o Cassete Cromossomico Estafilocdcico
(SCCmec), o qual desempenha papel fundamental na resisténcia aos -lactdmicos por meio do

gene mecA (Brooks, B. & Morse., 2007; Schwarz et al., 2017; Palma, E. et al.,2023).
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Adicionalmente, a resisténcia adaptativa ocorre por uma resposta transitoria secundaria
a estimulos do ambiente, como altera¢des do pH, temperatura ou pela realiza¢do de antibidticos
em subdoses teraputica. Como por exemplo, bactérias expostas repetidamente a um
antibidtico podem ativar bombas de efluxo durante o tratamento e quando este finaliza, voltam
a ser sensiveis. Ja resisténcia fenotipica, ¢ muitas vezes associada a formag¢ao de biofilmes e a
existéncia de células persistentes. Ou seja, mesmo na auséncia de genes de resisténcia, a
bactéria pode sobreviver por mecanismos de dorméncia ou laténcia, conforme visto

corriqueiramente nas otites ulcerativas com presenca de biofilme (Brooks, B. & Morse., 2007).

Diversas classes de antimicrobianos amplamente utilizadas no tratamento de infe¢des
estafilocdcicas em caes tém apresentado, cada vez mais, relatos de resisténcia bacteriana. Entre
os farmacos mais empregados destacam-se as penicilinas, cefalosporinas, fluoroquinolonas,
macrolideos e as tetraciclinas (Schwarz, S. & Chaslus-Dancla, E.2001; Palma, E. etal., 2023).
A compreensdo da prevaléncia e os mecanismos de resisténcia ¢ essencial para o
desenvolvimento de estratégias eficazes de prevenc¢do e controle, tanto na medicina veterinaria
quanto na humana, dentro do conceito de Satide Unica (Schwarz, S. & Chaslus-Dancla, E.

2001; Palma. E, et al.,2023; Burke & Santoro., 2023).
2.3.2. Staphylococcus pseudintermedius resistente a meticilina: Gene mecA

A emergéncia de cepas de MRSP configura um desafio crescente na medicina
veterindria, especialmente no manejo de infegdes cutaneas recorrentes. Essa resisténcia tem
ocorrido principalmente, ao uso inapropriado de antimicrobianos em humanos e animais,
propiciando selecdo de isolados multirresistentes A detecgdo de MRSP, entretanto, ¢
desafiadora, por essa razdo, a confirmagdo da resisténcia a meticilina requer métodos
moleculares mais sensiveis, como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). A principal via
molecular de resisténcia esta relacionada a aquisi¢do do gene mecA que codifica a proteina de
ligacdo a penicilina PBP2a. (Brooks, B. & Morse., 2007; Bannoehr & Guardabassi, 2012;
Schwarz et al., 2017).

A producdo da PBP2a, codificada pelo gene mecA, confere resisténcia a oxacilina em
razdo de sua baixa afinidade pelos beta-lactamicos. Essa caracteristica permite que a sintese do
peptidoglicano, essencial para a formag¢ao da parede celular bacteriana, ocorra mesmo na
presenga desses antimicrobianos, resultando em resisténcia aos firmacos pertencentes a classe

dos beta-lactamicos (Schwarz & Chaslus-Dancla, 2001; Palma et al., 2023).
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Os beta-lactamicos, representam os antimicrobianos que possuem o anel beta-lactimico
em sua composi¢do quimica. Tendo como principais representantes, as penicilinas, as
aminopenicilinas, a oxacilina e a meticilina. Entretanto as cefalosporinicos, monobactamicos e

carbapenémicos também sao considerados beta-lactamicos (Brooks, B. & Morse., 2007).

Atualmente ¢ reconhecido que a presenca do gene mecA no SCCmec predispde a
propagac¢ao da resisténcia interespécies e entre diferentes espécies, conforme a sua capacidade
de locomocao entre as bactérias. Além disto, € importante pontuar que o SCCmec também pode
carrear outros genes resisténcia, consequentemente desenvolver resisténcia cruzada a
macrolideos, lincosamidas e estreptograminas, o que resulta na formacdo de perfis
multirresistentes. reduzindo significativamente as opgoes terapéuticas (Morris, D. et al., 2017;

Schwarz et al., 2017; Miszczak et al., 2023; Loeffler, A. et al., 2025).

Essas multirresisténcias associada a possibilidade de transferéncia de genes, levanta
preocupagdes significativas sob a perspectiva da Saude Unica, devido ao risco de disseminagao
em ambientes compartilhados entre animais e humanos (Morris, D. et al., 2017; Schwarz et al.,

2017; Miszczak et al., 2023; Loeffler, A. et al., 2025).

Compreender os mecanismos gerais de resisténcia bacteriana no género
Staphylococcus, principalmente o Staphylococcus pseudintermedius ¢ imprescindivel para a
formulagdo de estratégias terapfuticas eficazes e para o desenvolvimento de métodos
diagndsticos capazes de discriminar cepas sensiveis e resistentes com precisdo, especialmente
no contexto da medicina veterinaria, onde o impacto de cepas multirresistentes tem crescido

exponencialmente (Meroni, G. et al., 2019; Wang, Z. et al., 2022).
2.3.3. Métodos de identificacdo bacteriana e diagnostico de resisténcia a meticilina

Diversas abordagens laboratoriais tém sido utilizadas através da combinacdo de
métodos fenotipicos e moleculares. Na rotina laboratorial da microbiologia veterindria, a
identificacao fenotipica de Staphylococcus spp. permanece uma abordagem fundamental e
amplamente utilizada, especialmente em contextos clinicos (Becker et al., 2004; Barros et al.,

2007).

A coloragdo de Gram separa as bactérias em dois grandes grupos, conforme estrutura
de sua parede celular, sendo uma técnica importante para diferenciar entre os géneros

Staphylococcus e Streptococcus O cultivo em agar sangue permite avaliar a capacidade
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hemolitica dos isolados, especialmente em relacdo a producao de hemolisinas, que sdo fatores
de viruléncia. O 4gar manitol ¢ um meio seletivo para o crescimento de Staphylococcus e a
fermentagdo de seus agucares, junto com a hemolilise do agar sangue permite a diferenciagao
presuntiva entre Staphylococcus aureus perante a outros Staphylococcus (Devriese et al., 2005;

Koneman et al., 2008).

Testes bioquimicos convencionais, como prova da catalase, coagulase e hidroxido de
potassio (KOH) 3%, buscam o reconhecimento de fatores de viruléncia. O teste da coagulase
¢ uma ferramenta essencial na microbiologia para diferenciar espécies de Staphylococcus,
especialmente para identificar Staphylococcus aureus. O teste da catalase ¢ amplamente
utilizado para diferenciar Staphylococcus spp. de Streptococcus spp e a prova de hidréxido de
potassio (KOH) 3% ¢ utilizada principalmente para avaliar a estrutura da parede celular de
bactérias, ajudando na diferenciacdo entre Gram-positivas e Gram-negativas (Devriese et al.,

2005; Koneman et al., 2008).

Na identificagdo fenotipica de bactérias do género Staphylococcus, alguns testes
bioquimicos de fermentagdo e produgdo de metabdlitos, como a prova de Voges-Proskauer
(VP) e a fermentacdao de agucares como maltose ¢ manose, tétm sido empregados para
diferenciar espécies dentro do género. Mas especificamente o teste VP visa identificar a
producdo de acetilmetilcarbinol (acetona) a partir da degradagdo da glicose via de fermentacao
de butilenoglicol. Ele ¢ usado para avaliar a capacidade da bactéria de realizar fermentagdes
especificas que produzem esse composto. Ou seja, a positividade no teste VP pode auxiliar na
distingdo entre espécies. A fermentacao de maltose e manose, ¢ analisada em meios especificos
com indicadores de pH, onde a producdo de 4cido pela fermentacao leva a mudanca de cor do
meio. Desta maneira, a capacidade de fermentar maltose e manose varia entre as espécies de
Staphylococcus, sendo til para separagdo taxonomica (Devriese et al., 2005; Koneman et al.,

2008).

E importante ressaltar, que os Staphylococcus coagulase-negativos apresentam
caracteristicas semelhantes ao género Micrococcus spp., com relagdo a morfologia, coloragao
de Gram, as provas da catalase, KOH (3%) e coagulase, e sdo necessarias provas adicionais
para sua diferenciagdo. Bacitracina atua inibindo a sintese da parede celular bacteriana, sendo
mais eficaz contra bactérias Gram-positivas. Em testes laboratoriais, sua aplicagdo em discos
de difusdo ajuda a distinguir Staphylococcus spp. de outros cocos Gram-positivos, como

Micrococcus spp (Devriese et al., 2005; Koneman et al., 2008) .
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Além das metodologias fenotipicas tradicionalmente empregadas na identificacio
bacteriana, destaca-se a espectrometria de massa por tempo de voo com ionizagdo/dessor¢ao a
laser assistida por matriz (MALDI-TOF MS) como uma ferramenta eficaz para caracterizagao
microbiologica em nivel de espécie. Paralelamente, a andlise do gene 16S (16S rRNA)
desempenha papel fundamental na identificagdo molecular dos microrganismos pertencentes

ao género Staphylococcus (Lange et al, 2011).

Nas ultimas décadas, a espectrometria de massa por tempo de voo com
ionizagao/dessor¢ao assistida por matriz a laser (MALDI-TOF MS) tem se consolidado como
uma metodologia na identificacdo microbioldgica em nivel de espécie, tanto em laboratorios
de diagndstico humano quanto veterinario. Este avanco se deve, sobretudo, a combinacao entre
custo-beneficio, elevada acuracia e rapidez na obtengao dos resultados. Todavia, apesar de seus
beneficios operacionais, seu alto custo de instalagdo ainda representa um impedimento a
implementagdo em laboratérios com capacidade técnica e financeira limitada (Bannoehr;
Guardabassi, 2012). A técnica MALDI-TOF MS destaca-se por requerer quantidade minima
de amostra, gerar quantidades insignificantes de residuos quimicos e bioldgicos e por
apresentar tempo de execucao substancialmente reduzido (Cherkaoul et al., 2010; Alatoom et
al., 2011; Carbonnelle et al., 2011). A aquisi¢do dos espectros ¢ realizada na faixa de massas
entre 2.000 e 20.000 m/z utilizando laser de nitrogénio de 337 nm sob modo linear, com
controle pelo software FlexControl 3.3. Os espectros sdo entdo comparados aos existentes no
banco de dados da aplicacio MALDI Biotyper 2.0 (Bruker®), utilizando configuracao
padronizada para identificacdo bacteriana. Os escores gerados variaram entre 0 e 3, sendo
considerada uma identifica¢do confiavel aquela com valor igual ou superior a 2 (Cherkaoul et

al., 2010; Alatoom et al., 2011; Carbonnelle et al., 2011).

O emprego da PCR, seja em sua forma convencional ou associada a técnicas como PCR
multiplex, tem demonstrado elevada eficiéncia diagnostica, permitindo ndo apenas a
identificacdo rapida de espécies, mas também o rastreamento genético de mecanismos de

resisténcia (Sasaki et al., 2010).

A amplificagdo e identificacdo do gene 16S pela PCR tem como objetivo, confirmar a
identidade genérica dos isolados presumidamente pertencentes ao género Staphylococcus entre
outras cepas bacterianas, entretanto, a sua capacidade em distinguir com precisao entre espécies
estafilococicas ¢ limitada (Lange et al, 2011). Diante desse desafio, torna-se necessario a

associacdo da identificagdo do gene 16S com métodos complementares, resultando em uma
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maior acuracia diagnostica, favorecendo a caracterizagao microbiologica (Church et al., 2020).
Em contrapartida, a detec¢@o do gene mecA por PCR ¢ amplamente adotada em protocolos de
vigilancia da resisténcia antimicrobiana, sendo considerada um marcador essencial na
avaliacdo da resisténcia a meticilina € no monitoramento da disseminagao de cepas resistentes
em animais de producdo, de companhia e na saide humana (Sasaki et al., 2010; Lange et al,

2011).

A avaliagdo da suscetibilidade antimicrobiana por meio do antibiograma ¢ fundamental
na orientacao terapéutica, destacando-se o uso de discos com penicilina e oxacilina para
investigacdo da resisténcia a beta-lactdmicos. Apesar das limitacdes na especificidade desses
métodos, sua aplicagdo integrada oferece dados relevantes na triagem e no monitoramento de
infegdes estafilococicas em animais de producdo e companhia. Para superar essas limitagoes,
a técnica PCR também tem sido indicada para a detecdo do gene mecA (Soares et al., 2008;

Stegger et al., 2012).

Outras técnicas utilizadas para caracterizagdo da resisténcia incluem, testes fenotipicos
conhecidos como ‘Zona D’ e ‘Zona edge’. De acordo com as diretrizes do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2024), isolados de estafilococos resistente a penicilina
que produzem beta-lactamase podem apresentar halo de inibicdo compativel com
sensibilidade, apesar de serem, na pratica, resistentes. Esse fenomeno ¢ atribuido a facil
indugdo das enzimas beta-lactamases em cepas estafilococicas. Diante dessa limitagdo, ¢é
recomendado que isolados de Staphylococcus considerados sensiveis a penicilina (halo de
inibicao > 29 mm) sejam submetidos a avaliagcdo especifica para producdo de beta-lactamase,
antes da definicdo do perfil de sensibilidade. Dessa forma, a andlise da "Zona edge" consiste
na avalia¢do da borda de inibi¢ao obtida por meio do ensaio de difusdo em disco com penicilina
(10 UI). Ou seja, halos com bordas difusas sdo reconhecidos pela auséncia de beta-lactamase,
enquanto bordas nitidas e bem delimitadas sugerem producdo enzimatica, sendo o isolado
classificado como resistente a penicilina. Este método se destaca como uma abordagem
fenotipica sensivel e eficiente, particularmente aplicavel na identificagdo de mecanismos de
resisténcia em Staphylococcus aureus ¢ demais espécies de estafilococos coagulase positiva

(Pitkald et al., 2007; Hombach et al., 2017).

Considerando que cepas resistentes de Staphylococcus spp. podem conter elementos
genéticos adicionais que conferem resisténcia a multiplas classes de antimicrobianos, torna-se

necessaria a avaliagdo da resisténcia a macrolideos e lincosamidas. Nesse contexto, o teste da

28



“Zona D” ¢ utilizado na avaliacdo fenotipica da resisténcia induzivel a clindamicina. O ensaio
consiste na aplicacao de discos de eritromicina (15 pg) e clindamicina (2 pg) sobre a superficie
da cultura bacteriana, posicionados em proximidade adequada. A resisténcia induzivel ¢
evidenciada pela presenca de um estreitamento ou deformacao do halo de inibi¢ao ao redor do
disco de clindamicina proximo ao de eritromicina, formando a classica “Zona D”. Tal
abordagem, recomendada por protocolos como o CLSI VET evita falhas terapéuticas
decorrentes do uso inadequado de lincosamidas em infecg¢des causadas por Staphylococcus

pseudintermedius e demais espécies relevantes na clinica veterindria (Moon et al., 2007).

Em resumo, a associacio de métodos fenotipicos e moleculares, incluindo
antibiograma, PCR para o gene mecA constitui uma abordagem abrangente a avaliacdo de
resisténcia microbiana. Essas estratégias sdo essenciais para a implementagdo de medidas
eficazes de controle e prevengdo da disseminagdo de cepas resistentes (Stegger et al., 2012;

Menandro et al., 2019).

2.4. Resisténcia Antimicrobiana em Cies: Impactos e Relacdes com a Saiide Unica

2.4.1. Staphylococcus spp. meticilina resistentes na medicina veterinaria: panorama associado

a0 uso de antimicrobianos

A resisténcia aos antibidticos ndo constitui um fendmeno moderno. Evidéncias em
estudos antigos, demonstram que genes associados a resisténcia antimicrobiana ja estavam
presentes em microrganismos ha milhdes de anos, sugerindo que a mesma ¢ um processo
evolutivo natural (Sengupta et al., 2013). No entanto, o surgimento cada vez mais expressivo
e veloz de cepas resistentes e multirresistentes tem se tornado uma preocupagado global. O uso
indiscriminado e inadequado de antimicrobianos tem sido apontado como um dos principais
fatores responsaveis para esse cenario. Na medicina veterinaria, diversos estudos demonstram
a correlagdo direta entre a exposigao prévia a antibioticos e o desenvolvimento de infe¢des por
MRSP (Schwarz, S. & Chaslus-Dancla, E. 2001; Schwarz et al., 2017; Burke & Santoro.,
2023).

A resisténcia a oxacilina, foi descrita inicialmente em 1961, em isolados de
Staphylococcus aureus de infeccdes nosocomiais (Jevons et al., 1961), o primeiro relato um
animal com cepas resistentes a meticilina/oxacilina ocorreu em 1972, oriundo do leite de vacas

com mastite (Devriese et al., 1972). A partir de entdo, inimeros outros relatos em diferentes
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espécies de animais tém sido publicados (Baptiste et al., 2005; Vengust et al., 2006; Leonard
& Markey, 2008; Weese & Van, D. 2010).

Dados mais recentes reforcam esse cenario preocupante, por exemplo nos Estados
Unidos, entre 2010 e 2020, aproximadamente 56% dos isolados clinicos de S. pseudintermedius
foram classificados como MRSP, sendo a maioria multirresistentes (Burke and Santoro., 2023).
Na Alemanha, uma taxa de 7,5% de MRSP foi registrada em caes, com elevadas taxas de
resisténcia associada a clindamicina e ampicilina (Feuer et al., 2024). No Brasil, um estudo
realizado no Rio de Janeiro identificou que 24% dos isolados de Staphylococcus
pseudintermedius eram MRSP, demostrando uma alta prevaléncia de multirresisténcia,

especialmente as classes penicilinas e trimetoprim-sulfametoxazol (Teixeira, I. et al., 2023).

Estudos também apontam que a exposi¢do prévia a tratamentos antimicrobianos esté
fortemente associada a resisténcia. Uma pesquisa realizada na Holanda demonstrou maior
frequéncia de resisténcia a clindamicina em caes previamente tratados com antibidticos,
mesmo em isolados sensiveis a meticilina. Esses achados destacam a importancia do uso
racional e criterioso dos antimicrobianos na pratica clinica veterinaria (Van Damme et al.,
2020). Hensel e colaboradores (2016), relataram em um estudo retrospectivo, que 98% dos
caes diagnosticados com MRSP haviam realizado tratamento antimicrobiano prévio. Além
disso, também foi observada uma correlagdo entre a presenga cepas MRSP a um numero maior
de prescrigdes antibacterianas e maior diversidade de classes antimicrobianas utilizadas. Entre
os fatores de risco identificados, destaca-se a administragdo prévia de antibioticos [-

lactamicos.

Silva et al. (2021) relatou que todos os 60 isolados MRSP avaliados de cdes com
foliculite bacteriana superficial exibiam resisténcia a no minimo, outras trés diferentes classes
de antimicrobianos, caracterizando uma multirresisténcia. Os perfis de resisténcia mais comuns
incluiram amoxicilina-acido clavulanico, clindamicina, eritromicina e trimetoprima-

sulfametoxazol.

Diante do atual panorama, a implementa¢do de estratégias eficazes de controle e
prevencao da disseminagdo de microrganismos resistentes, especialmente em ambientes
hospitalares veterinarios, revela-se essencial. Essas medidas contemplam protocolos rigorosos
de higiene, monitoramento microbiologico continuo e politicas de prescricdo embasadas em

testes de sensibilidade (Morris et al., 2017; Loeffler et al., 2025).
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Nesse contexto, destaca-se que a resisténcia antimicrobiana em cdes constitui um
problema significativo e crescente, impulsionado pelo uso excessivo e inadequado de
antibioticos. Tal cendrio exige acompanhamento clinico criterioso, praticas de prescri¢dao
responsaveis € maior conscientizagdo acerca do potencial zoondtico de transmissao de cepas
resistentes. O enfrentamento desse desafio necessita esfor¢os coordenados entre medicina
veterinaria e humana a fim de conter a propagacao desses microrganismos e reduzir os riscos
a saude publica (Schwarz, S. & Chaslus-Dancla, E. 2001; Schwarz et al., 2013; Burke &
Santoro., 2023).

2.4.2. Riscos Zoondticos e o Conceito de Satde Unica

A crescente preocupacdo com a resisténcia antimicrobiana entre microrganismos de
relevancia clinica, como Staphylococcus spp., tem fortalecido o entendimento da saude sob
uma perspectiva associada entre humanos, animais € o ambiente. Esse conceito ¢ amplamente
reconhecido como “Satide Unica” (One Health), ¢ destaca que a saide humana e animal sdo
inseparaveis, especialmente no contexto de doengas infeciosas e resisténcia a antimicrobianos

(EFSA; ECDC, 2023).

No caso de S. pseudintermedius, tradicionalmente considerado um patéogeno
oportunista canino, evidéncias vém demonstrando seu potencial zoonético. Embora esse
microrganismo seja comensal na pele e mucosas de caes, ele pode causar infegdes em humanos,
particularmente em individuos imunocomprometidos ou em profissionais com exposi¢ao
frequente a animais de companhia. Apesar do risco de infecdo em humanos saudaveis ser
considerado baixo, ha relatos de casos clinicos em humanos associados a transmissado direta de
caes portadores, inclusive de forma assintomadtica. Desde o primeiro relato de infec¢do humana
por S. pseudintermedius (Van, H. et al., 2006), novos casos clinicos em humanos foram
atribuidos a transmissdo direta de cepas de S. pseudintermedius resistentes a meticilina
(MRSP), muitas vezes geneticamente semelhantes as encontradas em seus animais de convivio
(Manian, 2003; Morris et al., 2010; Laarhoven et al., 2011; Walther et al., 2012; Santos et al.,
2016; Kaspar et al., 2018).

Somayaji e colaboradores (2016) documentaram 24 casos de infe¢do humana por S.
pseudintermedius no Canadd, dos quais trés envolveram cepas multirresistentes. A existéncia
de infe¢cdes humanas por MRSP em pacientes sem contato prévio com cades enfatiza a

possibilidade de que seres humanos possam ser colonizados, além de sinalizar que a
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transmissdo zoonotica possa ser um uma realidade embora esse o risco seja considerado

reduzido quando comparado ao MRSA (Weese & Van D, 2010; Bannoehr; Guardabassi, 2012).

Essa capacidade de compartilhamento de cepas resistentes entre espécies ¢
especialmente preocupante do ponto de vista da Saude Publica. Estudos indicam que o gene
mecA, responsavel pela resisténcia a meticilina, estd presente em isolados de origem
veterinaria e humana, sugerindo mecanismos de transferéncia horizontal de genes de
resisténcia entre microrganismos de diferentes hospedeiros (Kadlec & Schwarz, 2012). A
presenca de elementos genéticos modveis, como o cassete cromossomico estafilocdcico
(SCCmec), favorece essa disseminagdo interespécies, tornando o controle da resisténcia um
desafio compartilhado entre a medicina humana e veterinaria (Schwarz & Chaslus-Dancla,

2001; Schwarz et al., 2013; Palma et al., 2023).

A deteccdo de MRSP em ambientes hospitalares, clinicas veterinarias e domicilios
também reforca a importancia de medidas rigorosas de biosseguranca e higiene, além do uso
racional de antimicrobianos. Responséaveis, médicos-veterinarios e profissionais da saude
devem ser orientados quanto ao risco potencial de transmissdo zoondtica ¢ a necessidade de

praticas seguras no manejo de animais infectados (WHO, 2022).

Portanto, o conceito de Saude Unica fornece uma estrutura essencial para compreender
e enfrentar os riscos zoondticos associados a resisténcia antimicrobiana. A integracdo de
esforcos entre as areas de vigilancia epidemioldgica, microbiologia clinica e educagdo em
saude ¢ imprescindivel para conter a disseminagdo de cepas resistentes e promover uma
abordagem global e sustentavel frente a ameaga da resisténcia bacteriana (Schwarz & Chaslus-

Dancla, 2001; Schwarz et al., 2013; WHO, 2022; Palma et al., 2023; Loeffler, A. et al., 2025).
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3. MATERIAL E METODO
3.1. Aspectos éticos

O estudo foi avaliado e aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais do Instituto
de veterinaria da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (CEUA — UFRRIJ), sob o
protocolo ID 8404250122 (Anexo 1).

Participaram da pesquisa somente os animais cujos tutores aceitaram, de forma livre,
consciente e espontanea os procedimentos propostos. Para isso, cada tutor assinou um Termo

de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo 2).
3.2. Local do experimento

As amostras utilizadas no estudo foram coletadas no servigo de dermatologia do
Hospital Veterinario da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (HV — UFRRJ), em
Seropédica, Rio de Janeiro. Esse hospital atende diariamente animais de véarias regides do
estado, oferecendo um amplo panorama das condic¢des clinicas locais. As coletas ocorreram
entre margo de 2022 a margo de 2024, foram coletadas amostras de 107 animais. Apds essa
etapa, o isolamento das bactérias e as analises moleculares foram realizadas no Laboratério de

Bacteriologia Veterinaria (LabacVet) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

E relevante ressaltar que, para o presente estudo, foram selecionadas exclusivamente
cepas pertencentes ao género Staphylococcus, reconhecidas como bactérias Gram-positivas.
Dessa forma, todas as analises fenotipicas, bioquimicas e moleculares foram restritas a isolados
que se enquadravam morfologicamente nas caracteristicas tipicas de cocos Gram-positivos.
Assim, todas as etapas do protocolo diagndstico consideraram exclusivamente microrganismos
do género Staphylococcus isolados de cada amostra e descartando cepas de outros géneros
durante o processo de triagem inicia, e que a avaliagdo genotipica foi direcionada
exclusivamente a detec¢do do gene mecA, amplamente reconhecido por conferir resisténcia a

meticilina e a outros antibioticos B-lactamicos em cepas do género Staphylococcus.

3.3. Selegao dos animais e critérios de inclusao
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Foram incluidos no estudo caes, de ambos os sexos, independente de raga ou idade, que
apresentavam diagnostico prévio de dermatite atopica canina (DAC) associado a piodermite.
O diagnostico da DAC foi realizado com base nos critérios propostos por Favrot (2009), sem
a necessidade de exames especificos, somente considerando a historia clinica, o exame fisico
e a exclusdo de outras dermatopatias, como demodiciose, dermatite alérgica a picada de

ectoparasitas, escabiose e dermatofitose.

Para participar do estudo, os cdes precisavam apresentar piodermite e atender pelo
menos cinco dos oito critérios estabelecidos por Favrot (2010), garantindo uma amostra mais

homogénea e representativa (Tabela 3).

Tabela 3. Critérios de Favrot aplicados para garantir a uniformidade das amostras em estudos

com caes diagnosticados com dermatite atopica canina

Critérios Avaliados Sim (V) Nio (V)

Aparecimento dos sinais antes dos 3 anos de vida
Cao que vive maior parte do tempo dentro de casa
Prurido responsivo a corticoterapia

Prurido como primeiro sinal e somente apds lesdes
Extremidades dos membros tordcicos afetadas
Pavilhdes auriculares afetados

Margens auriculares ndo afetadas

Area dorso-lombar nio afetada

Fonte: Favrot, 2010.

Foram selecionados somente aqueles animais que apresentavam lesdes, como pépulas,
pustulas, crostas e colaretes epidérmicos. Para confirmar o diagnostico de piodermite, foi
realizado um exame citologico das lesdes, com o objetivo de observar a presenca de uma grande
quantidade de cocos e/ou células inflamatorias com cocos fagocitados. O material para a
citologia foi coletado com o auxilio de uma espatula, onde o material foi depositado em uma
lamina de microscopia e corado com panético rapido. As ldminas foram entdo analisadas em

um microscopio com objetiva de 1000x.
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A coleta para analise bacteriologica foi realizada utilizando uma agulha hipodérmica
estéril (25 x 0,7) e um swab estéril contendo meio Stuart. Sempre que possivel, priorizou-se o
material obtido de pustulas intactas; na auséncia dessas, foram selecionadas areas com
colaretes, crostas ou papulas, conforme descrito por Beco et al. (2013). Para preservar a
integridade das amostras e garantir resultados confidveis, estas foram enviadas ao laboratorio

imediatamente ap0s a coleta.

Durante a coleta, cada animal teve uma ficha clinica individual preenchida, contendo
informacdes detalhadas como o niumero de episddios de piodermite, a frequéncia de uso de

antibioticos, os tipos de medicamentos utilizados e a resposta aos tratamentos prévios.
3.4. Isolamento e identificagdo fenotipica de Staphylococcus spp.

Os swabs contendo as amostras foram enviados ao Laboratorio de Bacteriologia
Veterindria (LabacVet), onde o material foi inoculado e cultivado em placas de Petri estéreis e
submetidas a rotina de identificagdo que consistiu no isolamento primdario realizado em meio
agar Columbia Base (Merck®), suplementado com 5% de sangue desfibrinado de carneiro,
sendo as placas incubadas a 37 °C por um periodo de 24 horas. Durante a avaliacdo das
culturas, foram observadas e registradas caracteristicas fenotipicas das coldnias, incluindo a
produgdo ou ndo de pigmento, dimensdes, morfologia geral, aspecto superficial, além da
presenga, tipo e intensidade de hemolise. A identificagdo presuntiva dos isolados foi realizada

com base nas caracteristicas das colonias conforme descrito por Koneman et al.
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(2008)(Figura?7).

Figura 7: Imagem ilustrativa de isolamento bacteriano em agar Columbia-base (Merck)
suplementado com 5% de sangue desfibrilado de carneiro, evidenciando crescimento de

coldnias ao longo das estrias.
Fonte: www/br.freepik.com/fotos-premium/

Em seguida, foi realizada a coloracao de Gram para confirmacao das suas caracteristicas
morfotintoriais e a presenga de cocos gram-positivos. Os cocos Gram-positivos foram entao
repicados em 4gar seletivo Manitol ® Vermelho de Fenol (AMVF) (microMED, ISOFAR ®)
acrescido de 7,5% de NaCl e incubados 35 + 2 C por 24 horas para obtencao de culturas de

Staphylococcus spp. Ap6s incubacao, foi realizada observagao das caracteristicas das colonias
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e fermentagdo, ou ndo, do manitol (Koneman et al., 2008). As coldnias confirmadas em
Staphylococcus spp. foram submetidas a testes de rotina, incluindo a producdo de catalase e
coagulase. Para os isolados coagulase-negativos, foi testada a resisténcia a bacitracina (0,04
Ul). J4 os isolados coagulase-positivos foram avaliados quanto a fermentagdo de maltose e
manitol e suscetibilidade a polimixina B, com o objetivo de diferenciar preliminarmente as
cepas de S. aureus e S. pseudintermedius, seguindo a metodologia descrita por Markey et al.

(2013).

3.4.1. Prova de hidréxido de potéssio (KOH) 3%

Para o teste com KOH a 3%, uma pequena por¢do da colonia bacteriana foi transferida
para uma lamina de microscopia, seguida pela adi¢do de uma gota de solu¢do de KOH a 3%
sobre a amostra. A formac¢do de um gel viscoso foi interpretada como resultado positivo,

conforme descrito por Koneman et al. (2008).

3.4.2. Teste da catalase

Para o teste de catalase, uma colonia bacteriana isolada foi colocada em uma lamina de
microscopia, ¢ duas gotas de peroxido de hidrogénio foram adicionadas sobre ela. A produgdo
de bolhas evidenciou um resultado positivo, indicando a presenga da enzima catalase, de acordo

com Koneman et al. (2008) (Figura 8).
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Figura 8: Teste da catalase em lamina, evidenciando formac¢do de bolhas decorrente da

decomposicao do peroxido de hidrogénio.

Fonte: Catalase Test — Laboratoryinfo.com

3.4.3. Prova de coloragdo de Gram

A prova de coloragao de Gram tem inicio com a fixacao dos isolados bacterianos em
uma lamina de vidro. Em seguida, as amostras foram submetidas a coloragdo com cristal
violeta, seguida pela aplicagdo de uma solugdo de lugol, que atua como mordente.
Posteriormente, realizou-se a etapa de descoloragdo com alcool, removendo o corante apenas
das células Gram-negativas. Por fim, aplicou-se o contracorante safranina, que conferiu
coloragdo rosa ou vermelha as células Gram-negativas, enquanto as Gram-positivas

permaneceram com a coloragdo roxa.
3.4.4. Teste da coagulase

Para realizacdo do teste de coagulase, uma colonia bacteriana isolada foi cultivada em

I ml de caldo BHI (BHI-KASVI®) e incubada a 35°C por 24 horas para promover o
38
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crescimento. Em seguida, 200 pul dessa cultura foram misturados com 200 pl de plasma de
coelho liofilizado (Laborclin®), e a mistura foi incubada a 35°C por 6 horas. A formacgao de

um coagulo confirmou um resultado positivo, conforme descrito por Koneman et al. (2008)

(Figura 9).

Figura 9: Teste da coagulase em tubo. Formagao visivel de codgulo no interior do tubo de
ensaio apods incubacao do plasma com a amostra bacteriana, indicando resultado positivo para
producdo da enzima coagulase. Esse teste ¢ utilizado para diferenciar estafilococos coagulase-
positivos, como Staphylococcus pseudintermedius e S. aureus, de espécies coagulase-

negativas.
3.4.5. Teste de Voges-Proskauer (VP)

Para o teste de Voges-Proskauer (VP), as bactérias foram inoculadas em 1 ml de caldo
MR-VP (Vetec Quimica Fina®) e incubadas a 35°C por 24 horas. Apos a incubacdo, foram
adicionados 200 pl de a-naftol a 5% e 300 pl de KOH a 40%. A reacdo positiva foi evidenciada
pelo desenvolvimento de uma coloragdo rosa, indicando a utiliza¢ao de glicose e a produgao

de acetoina como metabdlitos finais (Figura 10).
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Figura 10: Teste de Voges-Proskauer. Resultado positivo evidenciado pela coloragdo
avermelhada no tubo de ensaio, indicando a producgdo de acetina (acetilmetilcarbinol) como
produto final do metabolismo da glicose pela via butilenoglicolica. Este teste bioquimico
auxilia na identificacdo bacteriana ao diferenciar microrganismos com base em seus perfis

metabolicos.
3.4.6. Teste de Fermentacao de Manose ¢ Maltose

Para a realizagdo do teste de manose ¢ maltose é colocado uma coldnia bacteriana em
um caldo base contendo o indicador de pH vermelho de fenol e agucar a 1%. Apds incubacao
a 35°C por 24 horas, a mudancga na coloragdo do meio para amarelo indicou a producdo de

acido e a reducdo do pH, confirmando a fermentacdo dos agucares (Figura 11).
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Figura 11: Fermentacdo dos agucares no teste de maltose e manose. Resultado positivo
indicado pela mudanga de coloragdo do meio para amarelo, evidenciando a acidificagdo
decorrente da fermentacdo. Este teste ¢ utilizado na identificagdo de microrganismos com base

em sua capacidade de metabolizar diferentes carboidratos.

Na tabela 4, os padrdes esperados para identificacdo fenotipica do Staphylococcus

pseudintermedius baseados em Devriese et al. (2005) e Markey et al. (2013).

Tabela 4. Resultados esperados nas provas bioquimicas para identificacdo fenotipica de

Staphylococcus pseudintermedius.

Prova Resultado

Coagulase + (Positivo)

Bacitracina R (Resistente)

Polimixina S (Sensivel)

Voges-Proskauer (VP) - (Negativo)

Manose + (Positivo)

Maltose +/- (Variavel)

Identificagdo Staphylococcus pseudintermedius
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3.4.7. Prova de suscetibilidade a bacitracina e a Polimixina B

A determinagdo da sensibilidade a bacitracina e a polimixina B foi realizada utilizando
o método de difusdo em disco. Para isso, uma amostra da colonia bacteriana foi suspensa em 1
ml de dgua ultrapura estéril até atingir uma turbidez correspondente ao padrao 0,5 da escala de
McFarland. A suspensao foi, entdo, espalhada uniformemente em uma placa de Petri contendo
agar Miieller Hinton (AMH — KASVI®) com o auxilio de um swab estéril. Discos impregnados
com bacitracina (0,04 UI) e polimixina B (300 pg) (Sensifar, Cefar®) foram posicionados
sobre a superficie da placa, que foi incubada a 35°C por 24 horas. Apos a incubag¢do, as zonas
de inibi¢do ao redor dos discos foram medidas. Ressalta-se que o género Staphylococcus spp.
apresenta resisténcia natural a bacitracina, enquanto a espécie S. pseudintermedius € sensivel a

polimixina B, exibindo zonas de inibi¢do iguais ou maiores que 10 mm (Markey et al., 2013).

3.5. Técnica de difusdo em disco (antibiograma) e identificag@o fenotipica de Staphylococcus

spp. resistentes a meticilina

Os isolados bacterianos foram submetidos ao teste de sensibilidade antimicrobiana
utilizando a técnica de difusdo em disco. Os antimicrobianos selecionados para o teste
incluiram: penicilina, amoxicilina com clavulanato, oxacilina, cefalexina, cefoxitina,
cefovecina, enrofloxacina, marbofloxacino, norfloxacino, gentamicina, clindamicina,

eritromicina, doxiciclina, rifampicina e sulfametoxazol com trimetoprima.

O disco de oxacilina foi utilizado para avaliar a resisténcia fenotipica de Staphylococcus
pseudintermedius aos beta-lactdmicos, enquanto o disco de cefoxetina foi empregado para

verificar a resisténcia de Staphylococcus aureus aos mesmos.

Para o procedimento, os isolados foram suspensos em solugdo salina até atingirem a
turbidez correspondente a 0,5 na escala de McFarland. Posteriormente, as suspensdes foram
distribuidas uniformemente em placas contendo agar Miieller-Hinton (AMH-Himedia®) com
o auxilio de um swab estéril. Os discos impregnados com os antimicrobianos foram
posicionados na superficie das placas de maneira a evitar sobreposi¢cao dos halos de inibigao.
As placas foram incubadas a 35°C por 24 horas, e em seguida, os diametros dos halos de
inibi¢do (em milimetros) foram medidos para andlise de sensibilidade (Figura 9a e 9b) (CLSI

VET,2024).
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Os halos de inibigdo obtidos por meio do teste de difusdo em disco foram mensurados
e interpretados segundo os parametros estabelecidos conforme o BrCAST e CLSI. As leituras
foram realizadas com instrumento milimetrado sob condi¢gdes controladas de temperatura e
tempo de incubagao, conforme as diretrizes padronizadas. Foram adotados os pontos de corte
especificos recomendados para cada antimicrobiano testado frente as cepas do género

Staphylococcus, considerando as particularidades pertinentes as espécies envolvidas.

A interpretacdo dos resultados levou em consideragao possiveis variagdes no didmetro
dos halos entre diferentes espécies de Staphylococcus, como S. aureus, S. pseudintermedius €
os ECN. Dessa forma, a padronizacdo segundo BrCAST e CLSI possibilitou a classificagao

dos isolados em categorias de sensibilidade (sensivel, intermedidrio ou resistente).

3.6. Analise protedmica por Tempo de Voo de lonizagdo/Desor¢do por Laser Assistida por

Matriz (MALDI-TOF)

A andlise proteomica foi realizada através pela técnica do Tempo de Voo de
Ionizacdo/Desor¢ao por Laser Assistida por Matriz (MALDI-TOF MS) no Laboratério de
Investigagdo em Microbiologia Médica no Instituto de Microbiologia Paulo de Goes,
localizado na Universidade Federal do Rio de Janeiro. Para o diagndstico protedmico, os
isolados bacterianos foram inicialmente cultivados em caldo BHI a 37 °C por 24 horas. Apds
o periodo de incubacao, as culturas foram transferidas para uma microplaca (96 MSP, Bruker
- Billerica®, EUA), onde foi adicionada uma solu¢do de lise composta por acido formico a

70% (Sigma-Aldrich®), em quantidade suficiente para cobrir cada amostra.

Posteriormente, 1 uL. de uma solu¢do de matriz, contendo acido alfa-ciano-4-hidroxi-
cindmico diluido em acetonitrila a 50% e 4acido trifluoracético a 2,5% (Sigma-Aldrich®), foi
depositado sobre o caldo bacteriano, o cobrindo completamente. As amostras entdo foram
processadas em um espectrometro de massa (MALDI-TOF LT Microflex Bruker, Bruker®),
equipado com laser de nitrogénio de 337 nm, operando no modo linear, com controle realizado

pelo software FlexControl 3.3 (Bruker®).

Os espectros de massa das amostras foram gerados na faixa de 2.000 a 20.000 m/s e
analisados pelo software MALDI Biotyper 2.0 (Bruker®), configurado para identifica¢ao
bacteriana. O programa compara os espectros das amostras com os ja armazenados em seu
banco de dados. Os resultados foram expressos em uma escala de zero a trés, sendo

considerados aceitaveis valores iguais ou superiores a dois para a identificagdo confiavel.
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3.7. Identificagdo genotipica dos Staphylococcus spp. isolados portadores do gene 16srRNA e

mecA

3.7.1. Extracao das amostras

A identificacdo genotipica de Staphylococcus sp. € do gene mecA foi realizada através
de uma técnica de extragdo bacteriana padronizada, conforme descrito por Tito et al. (2015),
com algumas modifica¢des. Inicialmente, os isolados bacterianos foram inoculados em tubos
Falcon de 15 mL contendo 5 mL de caldo BHI e incubados por 12 horas em temperatura
ambiente,com agitacdo a 15 rpm. Apds esse periodo, os tubos foram centrifugados a 8.000 x g
por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado, e as células foram ressuspendidas em 600 pL de
solugdo de extragdo (Tris-HCI 200 mM, pH 8,0; EDTA 25 mM; SDS 1%; NaCl 25 mM). A

suspensao foi homogenizada em vortex e incubada a 65°C por 30 minutos.

Ap6s a incubacgdo, os tubos foram resfriados a temperatura ambiente e receberam 600
uL de cloroféormio:alcool isoamilico (24:1). Em seguida a homogenizagdo por 2 minutos, 0s
tubos foram centrifugados a 8.000 x g por 10 minutos para promover a separagao das fases. A
fase superior (aproximadamente 400 pL) foi transferida para um microtubo, onde foram
adicionados 2 volumes de etanol 100% gelado. A mistura foi incubada a -20°C por 2 horas,

permitindo a precipitagdo do DNA.

A seguir, os microtubos foram centrifugados a 8.000 x g por 30 minutos, o sobrenadante
foi descartado e o sedimento foi lavado com 500 uL de etanol 70%. E necessério deixar este
sedimento secar em temperatura ambiente em uma capela de exaustdo para posteriormente, ser
ressuspendido em 30 pL de 4gua ultrapura. A quantificagdo do DNA foi realizada em um
espectrofotometro Nanodrop. Amostras que apresentaram concentragdes muito elevadas foram
diluidas em agua ultrapura na propor¢ao 1:10. E por final, os tubos que continham DNA

extraido foram armazenados a -20°C até a realizagdo da reagcdo em cadeia de polimerase (PCR).
3.7.2. Identificagdo genotipica dos Staphylococcus sp. isolados - 16stRNA (756 pb)

Para a identificacao genotipica das cepas de Staphylococcus sp. foi realizado a técnica
conforme descrito por Zhang et al., (2004), ou seja, direcionada a identificagdo do gene 16S
(756 pb). As reagdes de amplificacdo foram realizadas utilizando os reagentes descritos:
tampao 1X (10 mM Tris-HCI, pH 9,0; 50 mM KClI; 0,1% Triton X-100; 1,25 mM de MgCI2 -
Fermentas®), 0,3 uM de cada iniciador, 0,2 mM de dNTP (Thermo Scientific®), 1 U de Taq
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polimerase (Fermentas®), dgua ultrapura para completar um volume total de reagdo (20 uL) e
2ul do DNA total extraido e quantificado conforme item 4.3.1. Em seguida as amostras foram
submetidas a um termociclador para os processos de desnaturacao, amplificacdo e extensdo do

DNA, de acordo com o ciclo especificado na Tabela 5.

Tabela 5. Oligoiniciadores e ciclos empregados nos ensaios de amplificagdo dos genes de

identificacdo de Staphylococcus spp.

Gene Espécies Oligoiniciadores (5°-3”) Ciclos*
(fragmento)
16S rRNA Staphylococcus ~ AAC TCT GTT ATT AGG GAA 1
(756 pb) Spp. GAA CA
CCA CCT TCC TCC GGT TTG
TCA CC

*1.94°C 5Smin (94°C 1min, 55°C 1min, 72°C 1min) x30 e 72°C 10min: 2.94°C 4min (94°C
Imin, 60°C 1 min, 72°C 1 min) x 30 e 72°C 5 min; 3.94°C 5 min (94°C 45s, 68 °C 45 s e 72°C
90s) x 30 e 72°C 10 min; 4.95°C 2min (95°C 30 s, 56°C 35 s, 72°C 60 s) x 30 e 72°C 2 min.

Concluidas as reagdes, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel agarose a
1,5% (80 V por 60 min.) e revelados com corante SYBR Green (Invitrogen®) diluido (1:100),
possibilitando a visualizagdo pelo sistema de captura de imagem L-PIX EX (Loccus

Biotecnologia®).
3.7.3. Identificagao genotipica do gene de resisténcia mecA

A identificag¢do genotipica das cepas isoladas de Staphylococcus resistentes a meticilina
(MRSP) foi procedida por meio da detec¢do do gene mecA, conforme metodologia descrita
por Murakami et al. (1991) e Melo et al. (2013) e as reagdes de amplificagdo, foram preparadas
utilizando reagentes especificados na Tabela 6. Apds a mistura dos reagentes, as amostras
foram submetidas a um termociclador para os processos de desnaturagdo, amplificacdo e

extensao do DNA, conforme os parametros descritos na Tabela 7.
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Tabela 6. Reagentes utilizados para a preparacio da reacdo de PCR.

Reagente  Quantidade por amostra

Hz0 15,3 uL

Tampao 2,5 uL
dNTP 1,5 uL
MgCl: 1,5 uL
Primer 1 1,0 uL
Primer 2 1,0 pL
Taq 0,2 uL
DNA 2,0 uL

Tabela 7. Sequéncia de iniciadores e condi¢des de ciclos utilizados no termociclador para a

detecg¢do do gene mecA

Gene (fragmento) Oligoiniciadores (5’ —3°) Ciclos*
mecA(533pb) AAA ATC GAT GGT AAA GGT TGG C 1
AGT TCT GCA GTA CCG GATTTG C

*95°C 2 min (95°C 30s, 56°C 35s ¢ 72°C 1 min) x 30 e 72°C 2 min

Finalizadas as reagdes, as amostras, também chamadas de produtos de PCR, foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose a 0,8%, utilizando o corante SYBR Green I
(Invitrogen®) para revelacdo. A visualizagdo dos resultados foi realizada pelo sistema de

captura de imagem L-PIX EX (Loccus Biotecnologia®).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Perfil dos animais selecionados

Foram incluidos no estudo 107 caes com diagndstico de piodermite superficial
atendidos no setor de Dermatologia Veterinaria do Hospital Veterinario da Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, entre margo de 2022 e margo de 2024. Esses animais foram
previamente diagnosticados com Dermatite Atdpica Canina (DAC) por meio de anamnese

detalhada, exame fisico, exames dermatologicos e exclusdo de outras dermatopatias.

Os critérios clinicos propostos por Favrot et al., (2010), foram utilizados como
ferramenta complementar no processo de sele¢do dos animais deste estudo, atuando tanto como
suporte diagnoéstico para DAC, quanto como referéncia metodologica para o delineamento
cientifico. Esses parametros se mostram uteis na identificagao de pacientes dermatopatas com

maior acuricia, contribuindo para a padronizagdo da amostra.

Diversos estudos respaldam a utilizacao dos critérios de Favrot na investigagao clinica
e microbiolégica da DAC. Pierezan et al. (2016), por exemplo, utilizaram os critérios na
selecao de caes atopicos com o intuito de avaliar o microbioma cutaneo em resposta a inducao
por alérgenos, destacando a importancia dessa abordagem na compreensdo da disbiose
associada a doenca. Da mesma forma, Older et al. (2020) aplicaram os critérios para
caracterizar o microbioma bacteriano em caes acometidos por diferentes formas de piodermite

superficial.

Marsella et al. (2020), por sua vez, aplicaram os critérios de Favrot em um estudo
clinico randomizado na comparacdo de diferentes protocolos terapéuticos para DAC,
evidenciando sua utilidade em ensaios clinicos controlados. Por fim, Ribeiro et al. (2020)
realizaram uma analise da frequéncia desses critérios em caes diagnosticados com DAC em
ambiente clinico, demonstrando sua importancia como instrumento auxiliar na rotina clinica

dermatologica veterindria.

Entre os caes estudados, 75/107 (62,5%) eram fémeas e 32/107 (37,5%) machos, com
idades variando de 1 a 15 anos e média de 7 anos. Caes de raga definida representaram 74,7%
(80/107), enquanto 25,3% (27/107) eram sem raca definida. Entre os cdes de raca definida, as

racas mais prevalentes foram Beagle, Shih Tzu, Buldogue Francés, Poodle e Yorkshire.
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Apenas 9/107 (8,4%) caes apresentaram piodermite pela primeira vez, sendo, em geral,
animais mais jovens. A maioria 98/107 (91,6%) possuia histdrico de piodermites recorrentes.
As manifestagdes clinicas observadas incluiram colaretes epidérmicos em 80,2% (85/107),
papulas em 64,2% (60/107), pustulas em 56,7% (53/107), eritema em 66,3% (62/107),
alopecia/hipotricose em 29,9% (28/107), crostas em 38,5% (32/107) e descamacao em 44,9%
(42/107).

A distribuigdo etaria da DAC tem sido amplamente investigada, com diversos estudos
apontando maior prevaléncia em caes jovens (Hensel et al., 2015; Nutall et al., 2019; Marsella,
R. 2021; Eisenschenk et al., 2023). A maioria dos casos clinicos ¢ observada em animais com
idade inferior a trés anos, sendo que o intervalo entre quatro meses e trés anos representa o
periodo de maior incidéncia da doenga. Em determinadas publicagdes, até 60% dos caes
acometidos manifestaram sinais clinicos ainda no primeiro ano de vida, o que reforga o carater
precoce da DAC em populagdes caninas predispostas. A ocorréncia da DAC em caes com idade
superior a cinco anos também ¢ relatada, embora com menor frequéncia. Essa manifestagao
tardia pode estar associada a casos subdiagnosticados ou manejados de forma inadequada

(Hensel et al., 2015; Nutall et al., 2019; Marsella, R. 2021; Santoro et al., 2023).

Correlacionando com os achados do presente estudo, observa-se que apenas 9 dos 107
caes avaliados (8,4%) apresentavam piodermite pela primeira vez, sendo estes os individuos
mais jovens. Por outro lado, os demais 98 caes (91,6%) apresentavam quadros recorrentes de
piodermite, o que sugere fortemente que esses animais eram portadores de DAC ndo
diagnosticada ou mal-conduzida clinicamente. Considerando que a piodermite superficial ¢
uma condi¢do secundaria, especialmente a DAC, nossa a elevada prevaléncia de casos
recorrentes justifica a idade média mais avangada observada na populagdo estudada (Hensel et
al., 2015; Banovic, 2018; Loeffler, A. et al., 2025). Ou seja, nossos dados validam de que a
DAC pode permanecer subdiagnosticada por periodos prolongados, sendo erroneamente
interpretada como infeccdo cutdnea priméria. Reforcando novamente a importancia da
aplicagdo criteriosa dos critérios clinicos de Favrot e da realizagdo de uma abordagem

diagndstica abrangente (Favrot et al., 2010).

No que se refere a distribui¢do por sexo, os achados presentes na literatura cientifica
permanecem divergentes (Hensel et al., 2015; Nutall et al., 2019; Marsella, R. 2021; Santoro,
D et al, 2023). Alguns autores, destacam um maior acometimento em machos, em

contrapartida, outros demostram uma maior prevaléncia em fémeas (Hensel et al., 2015; Nutall
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et al., 2019; Marsella, R. 2021; Favrot et al., 2020; Santoro, D et al., 2023). No Brasil, um
levantamento conduzido por Ribeiro et al. (2020) identificou prevaléncia de 25,65% de
dermatite atopica canina (DAC) entre os caes avaliados, dos quais 62,4% eram fémeas. Este
resultado sugere uma possivel predominancia feminina, achado que se assemelha ao observado

na presente pesquisa, onde 75 dos 107 cdes acometidos (62,5%) eram do sexo feminino.

Entretanto, cabe destacar, que estudos demograficos conduzidos em diferentes regides
brasileiras demonstram uma prevaléncia expressiva de fémeas na popula¢do canina. Por
exemplo, em Mineiros/GO, um censo domiciliar apontou que 43% dos caes eram fémeas (De
Paula et al., 2024), em Jatai/GO, dados semelhantes indicaram que 62,9% dos caes
domiciliados e semi-domiciliados eram fémeas (De Assis et al., 2020) e Lavras/MG,
levantamento epidemioldgico em um abrigo de cdes revelou que 62,3% dos individuos eram
fémeas (Colocho et al., 2023). Tais achados demograficos sdo relevantes para a andlise da
distribui¢do da DAC entre os sexos, pois a maior propor¢do de fémeas no territorio brasileiro
pode representar um viés na estimativa de prevaléncia sexual na doen¢a, caso ndo sejam
considerados ajustes estatisticos necessarios. Considerando que nesta pesquisa tenha sido
identificado um percentual superior de fémeas acometidas por DAC (62,5%), tal achado nao
pode ser interpretado de forma isolada como indicativo de predisposicdo sexual verdadeira,
uma vez que reflete, antes, uma prevaléncia populacional. Portanto, ao investigar possiveis
predisposi¢cdes sexual, torna-se essencial levar em conta a composi¢do demografica da

populacado regional, a fim de evitar interpretagdes equivocadas.

A predisposicao racial ¢ um essencial componente epidemiologico, ou seja, diversas
racas, como Shih Tzu, Yorkshire Terrier, Beagle, Bulldog Francés, Pug, Labrador Retriever,
Golden Retriever, Poodle, Cocker Spaniel, West Highland White Terrier ¢ Dachshund sao
constantemente mencionadas na literatura cientifica como populagdes de risco aumentado para
o desenvolvimento da DAC (Hensel et al., 2015; Nutall et al., 2019; Marsella, R. 2021; Favrot
et al., 2020; Santoro, D et al., 2023). Sob esse ponto de vista, ¢ relevante destacar que o padrao
racial dos animais incluidos no presente estudo concorda com a literatura publicada. No
entanto, cabe ressaltar que esse padrao de predisposi¢ao pode apresentar variagdes entre paises

e regides, em funcao de fatores populacionais.

Outro ponto que merece destaque na presente pesquisa refere-se ao contraste entre os
dados populacionais nacionais e os achados deste estudo. Conforme a Associacao Brasileira da

industria de produtos para animais de estimacao (Abinpet) e o Instituto Pet Brasil, a populagao
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canina brasileira ¢ composta, em sua maioria, por animais sem raca definida. No entanto, os
dados obtidos neste estudo indicam uma maior prevaléncia de casos de DAC entre caes de raca
definida. Sob essa perspectiva, € em concordancia com a literatura, ¢ possivel associar esse
achado a relevancia dos fatores genéticos e raciais, como varidveis determinantes para a
expressdo clinica da doenga. Ou seja, ainda que os cdes sem raca definida predominem no
territorio nacional, a maior susceptibilidade apresentada por determinadas ragas evidencia que

a predisposi¢do genética exerce papel fundamental no desenvolvimento da DAC.

As manifestagdes clinicas observadas nos caes avaliados nesse estudo estdo em
conformidade com a literatura (Hensel et al., 2015; Nutall et al., 2019; Marsella, R. 2021;
Favrot et al., 2020; Santoro, D et al., 2023). Em suma, os dados obtidos nesta pesquisa
demonstram padrdo clinico compativel com os achados classicos da DAC, evidenciando a
importancia de uma abordagem diagnostica cuidadosa, capaz de distinguir as manifestagdes
priméarias da doenga das complicacdes secundérias decorrentes de infecgdes oportunistas e do

comportamento autotraumatico.

A prevaléncia relativa das lesdes corrobora o que ¢ amplamente descrito na literatura,
ou seja, a piodermite superficial estafilocdcica secundaria DAC manifesta-se clinicamente por
alteracdes dermatoldgicas predominantes, como eritema associado a descamagdo, erupcdes
papulopustulosas, colaretes epidérmicos e crostas com descritos em estudos de Marsella, R. et
al. (2021) e Santoro et al. (2023). Em contraponto, a alopecia/hipotricose observada em uma
prevaléncia inferior as demais lesdes, reflete a natureza variavel, frequentemente dependente
da cronicidade da inflamag¢do cutanea, da intensidade do auto-trauma e da resposta individual

de cada animal ao prurido (Miller et al., 2013).

Em relagdo ao uso prévio de antimicrobianos, no presente estudo, 91,5% (98/107) dos
cdes utilizaram anteriormente antibioticos. Contudo, os tutores frequentemente ndo souberam
informar a duracdo ou o periodo do tratamento, e 55/107 (58,8%) desconheciam o motivo do
uso da medicacdo. A cefalexina foi o antimicrobiano mais utilizado, seguida pela amoxicilina

associada ao acido clavulanico (Figura 12).
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Figura 12: Figura representativa das caracteristicas clinicas, demograficas e o uso prévio de
antibidticos em caes estudados. Os dados mostram a distribuicao percentual das caracteristicas

amostral.

Os resultados obtidos no presente estudo evidenciam uma alta prevaléncia do uso da
antibioticoterapia sistémica no tratamento de cdes acometidos por piodermite. Tal achado
constitui uma das principais preocupacgdes abordadas neste estudo, uma vez que essa conduta
terapéutica nao ¢ recomendada para piodermites de superficie e superficiais, desde as diretrizes
clinicas publicadas por Hensel et at. (2015), onde ficou estabelecido que a mesma nao deveria
integrar o tratamento de primeira linha para essas apresentacdes clinicas. Apesar disso,
observa-se que sua utilizacao permanece corriqueiramente realizada na rotina pratica no Brasil,
refletindo uma desconexdo entre a evidéncia cientifica e a conduta clinica adotada em parte

dos servigos veterinarios.

Recentemente um novo guideline internacional, foi publicado pela International
Society for Companion Animal Infectious Diseases (ISCAID) (Loeffler, A. et al., 2025), que
refor¢ga novamente a orientacdo de que a antibioticoterapia sistémica deve ser evitada nas
piodermites de superficie e superficiais, salvo em situagdes especificas e justificadas, como
auséncia de resposta ap6s quinze dias de tratamento topico exclusivo, presenga comprovada de
resisténcia bacteriana, comportamento irascivel ou ndo cooperativo do paciente, ou quando

limitagdes inviabilizam o manejo topico. Deste modo, os dados gerados pelo presente estudo
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corroboram a urgente necessidade de disseminacdo desses conhecimentos atualizados aos
médicos veterindrios brasileiros. A terapia topica, quando corretamente instituida e conduzida,
¢ suficiente na maioria dos casos para o controle eficaz das infec¢des secundarias, sendo
fundamental que o plano terapéutico associe a identificacdo e corre¢do das causas primarias

subjacentes a dermatopatia (Hensel et at.; 2015; Santoro et al., 2023; Loeffler, A. et al., 2025).

Outro aspecto relevante evidenciado pelo novo guideline diz respeito da reclassificacao
dos antimicrobianos sistémicos em quatro grupos distintos, permitindo uma abordagem mais
criteriosa e racional nos casos em que sua utilizag¢ao for necessaria. O primeiro grupo engloba
os medicamentos que podem ser utilizados de forma empirica, desde que o risco de resisténcia
seja baixo. Este grupo inclui drogas como clindamicina, cefalexina, cefadroxila e amoxicilina-
clavulanato. O segundo grupo € reservado a antibidticos que s6 devem ser utilizados mediante
a realizagdo prévia de cultura bacteriana e teste de suscetibilidade, quando os farmacos de
primeira escolha ndo apresentarem eficacia. O terceiro grupo constitui pelos antimicrobianos
classificados como “reservados”, cuja utilizacdo deve estar restrita ao manejo de infecgdes
causadas por cepas multirresistentes, em especial o Staphylococcus pseudintermedius
resistente a meticilina (MRSP), quando nao houver alternativas seguras nos grupos anteriores.
Por fim, o quarto grupo refere-se aos medicamentos considerados “fortemente
desaconselhados”, os quais ndo possuem licenciamento para uso veterinario € sdo de
importancia critica na medicina humana. Vale ressaltar, que o uso desses farmacos em animais

esta proibido em toda a Unido Europeia desde 2023 (Loeffler, A. et al., 2025).

Um aspecto relevante a ser destacado € que embora o presente estudo tenha demostrado
uma frequéncia elevada de prescri¢do sistémica de antibioticos, observa-se que as medicagdes
escolhidas pertenciam principalmente ao grupo de medicamentos permitidos para uso
empirico, conforme orientado pelo guideline atual. Tal observagao, embora preocupante, indica
algum grau de alinhamento com as diretrizes internacionais, ainda que parcial. Entretanto cabe
enfatizar, que mesmo para os medicamentos do grupo de primeira escolha, recomenda-se
sempre que possivel que sua utilizacdo seja mediada por exames microbioldgicos especificos
(cultura e antibiograma), com o propdsito de otimizar a escolha terapéutica, evitar falhas no

tratamento e a disseminagao da resisténcia bacteriana (Loeffler, A. et al., 2025).

Portanto, os achados desta pesquisa reforcam a necessidade da realizagdo de uma
medicina baseada em evidéncias, que contemple uso responsavel dos antimicrobianos,

reservando a abordagem sistémica apenas para casos devidamente justificados.
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4.2. Identificacao das amostras coletadas

No total, foram obtidas 107 amostras, resultando em 130 isolados bacterianos no
isolamento primario. Destas, oito amostras ndo apresentaram crescimento em agar manitol
vermelho de fenol (AMVF - Himedia®). Entre os 122 isolados, 109/122 (89,3%) foram
identificados como pertencentes ao género Staphylococcus spp. e 13/122 (10,7%) como

bactérias de outros géneros conforme técnica de coloracdo de Gram e identificagao fenotipica.

Das 109 amostras identificadas como Staphylococcus spp., 79/109 (72,5%) foram
classificadas como coagulase positiva e 30/109 (27,5%) como coagulase negativa. Entre os 79
isolados coagulase positiva, 69/79 (87,3%) foram identificados como pertencentes ao grupo
SIG (Staphylococcus intermedius group), enquanto 10/79 (12,7%) foram classificados como

Staphylococcus nao pertencentes ao grupo SIG (Figura 13).

Staphyococcus
spp.

outros géneros

Coagulase positiva

Coagulase
negativa

Total de isolados

SIG

MNao SIG

0,00% 25,00% 50,00% 75,00%

122

Figura 13: Figura representativa das 107 amostras analisadas e os 122 isolados que cresceram,
sendo 89,3% identificados como Staphylococcus spp. € 10,7% como outros géneros. Entre os
Staphylococcus spp., 72,5% eram coagulase positiva, dos quais 87,3% pertenciam ao grupo

SIG e 12,7% a outros Staphylococcus.

53



Os achados deste estudo estdo em concordancia com a literatura, uma vez que o género
Staphylococcus ¢ comumente encontrado na pele e nas superficies de mucosas de animais,
sendo reconhecido como um importante patdogeno oportunista (Moses; Santos; Gales, 2023).
Conforme destacado por Moses, Santos e Gales (2023), caes acometidos por dermatite atopica
apresentam uma redu¢do na diversidade de géneros bacterianos residentes na pele,
acompanhada por um aumento relativo de populagdes pertencentes ao género Staphylococcus,
especialmente Staphylococcus pseudintermedius. Esse fendmeno justifica os resultados
observados, como a elevada prevaléncia de estafilococos coagulase-positivos,

majoritariamente pertencentes ao grupo SIG.

Outro aspecto relevante a ser destacado ¢ que os CoNS tém se consolidado como
patdbgenos importantes em ambientes hospitalares, especialmente em individuos
imunocomprometidos. Estudos recentes apontam niveis preocupantes de resisténcia
antimicrobiana nesses microrganismos. Os CoNS atuam como reservatorios significativos de
elementos genéticos moveis, como plasmideos, fagos, genes de resisténcia a antimicrobianos
e fatores de viruléncia (Ikhimiukor et al., 2023; Jesumirhewe et al., 2024). Diante disso, nao se
pode negligenciar a presenga dos CoNS identificados neste estudo, ainda que em menor
proporcao, sobretudo considerando que foram isolados de animais com historico de uso prévio

de antimicrobianos e que apresentavam quadro clinico confirmado de piodermite.

Entretanto, ja reconhecido que a microbiota cutdnea canina ¢ composta por diversos
géneros bacterianos comensais, permanentes ou transitorios, dentre os quais se destacam
Corynebacterium spp., Kocuria spp., Macrococcus spp., Propionibacterium spp.,
Pseudomonas spp. e Streptococcus spp. (Bannoehr & Guardabassi, 2012; Horsman, 2023), ou
seja, justificando os 10,7% correspondente as bactérias pertencentes a outros géneros. Da
mesma maneira, pode ser dizer que as oito amostras que ndo apresentaram crescimento
microbiano em meio agar manitol vermelho de fenol (AMVF — Himedia®), tradicionalmente
empregado para o cultivo seletivo de bactérias Gram-positivas fermentadoras de manitol, como
os estafilococos, pode estar associado a diversos fatores, incluindo a inviabilidade dos
microrganismos frente as condigdes fisico-quimicas do meio, a presenca de espécies fastidiosas
com exigéncias nutricionais especificas que ndo sao atendidas por esse substrato, ou ainda a
possiveis intercorréncias durante o transporte e armazenamento das amostras aspectos que,

ndo raramente, comprometem a viabilidade microbiana na rotina laboratorial.
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A espectrometria de massas por dessor¢ao/ionizag¢do a laser assistida por matriz com
tempo de voo (MALDI-TOF MS) tem se consolidado como uma ferramenta promissora na
microbiologia clinica veterinaria, por permitir a identificacdo rapida e precisa de

microrganismos com base em seus perfis proteicos (Nisa et al., 2019).

As 109 amostras identificadas como Staphylococcus spp. pelos testes fenotipicos, foram
analisadas por MALDI-TOF MS, 81/109 (74,3%) foram identificados como pertencentes ao
género Staphylococcus spp. Entre estes, destacaram-se 52/109 (47,7%) como Staphylococcus
pseudintermedius, 8/109 (7,3%) como Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans, 4/109
(3,7%) como Staphylococcus haemolyticus, 4/109 (3,7%) como Staphylococcus aureus, 3/109
(2,8%) como Staphylococcus coagulants, 3/109 (2,8%) como Staphylococcus scuris e 2/109
(1,8%) como Staphylococcus hominis. Além disso, 5/109 (4,6%) isolados foram classificados
apenas como CoNS (Staphylococcus coagulase positiva). No entanto, 11/109 (10,1%)
isolados foram identificados como bactérias de outros géneros que ndo pertencem ao
Staphylococcus e 17/109 (15,5%) isolados ndo puderam ser caracterizados ou identificados
pelo método MALDI-TOF MS, sendo, portanto, ndo encaminhados para analises genotipicas

complementares (Figura 14).
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Staphylococcus spr.

000% 10,00% 20,00% 30,00% 4000% 50,00% €000% 70,00% 30,00%

Figura 14: Figura representativa dos resultados dos 109 isolados analisados por MALDI-TOF
MS. Desses, 74,3% identificados como do género Staphylococcus, destacando-se S.
pseudintermedius (47,7%), S. schleiferi subsp. coagulans, (7,3%) e outras espécies. Porém,

15,6% nao puderam ser identificados ¢ 10,1% pertenciam a outros géneros.
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Relatos divergentes na literatura quanto a especificidade da tipagem por MALDI-TOF
para a identificacdo de Staphylococcus pseudintermedius. Nossos resultados demonstram a
capacidade do MALDI-TOF MS de distinguir entre diferentes espécies de Staphylococcus,
inclusive entre aquelas pertencentes ao grupo Staphylococcus intermedius group (SIG),
conforme também relatado por Nisa et al. (2019). Entretanto, autores como Silva et al. (2015)
e Bibby e Brown (2021) demonstram que, embora o sistema tenha identificado corretamente
os isolados como pertencentes ao grupo SIG, uma menor propor¢do foi corretamente

classificada como Staphylococcus pseudintermedius, evidenciando uma sensibilidade limitada.

Esse resultado pode refletir diferencas nos protocolos de preparagdo e nas atualizagdes
dos bancos de dados de espectros. Segundo Decristophoris et al. (2011) e Murugaiyan et al.
(2014), a criacdo de espectros de referéncia especificos melhora significativamente a acuracia
da técnica, permitindo a correta diferenciacao entre espécies do grupo SIG. Esses achados
reforcam a importancia de manter os bancos de dados atualizados e adaptados a realidade

microbiologica local.

No entanto, como evidenciado pelos 4,6% dos isolados classificados apenas como
CoNS e os 15,5% dos isolados nao identificados em nosso estudo, a técnica ainda apresenta
limitacdes, especialmente frente a diversidade proteica de cepas ambientais ou pouco
representadas nos bancos de dados comerciais. A integracdo com métodos genotipicos, como
a PCR por exemplo para os genes 16s, coa, nuc e mecA, ¢ fundamental para confirmar a
identidade dos isolados e detectar resisténcia, especialmente em casos de infecgdes recorrentes
ou falha terapéutica (Sasaki et al., 2010; Lange et al, 2011; Awosile, B. et al., 2018; Older, CE.
et al., 2020).

Dessa forma, os resultados obtidos demonstram que o MALDI-TOF MS ¢ uma
ferramenta eficaz para a identificag@o preliminar de agentes etioldgicos de piodermite canina,
com destaque para S. pseudintermedius. A técnica apresenta vantagens significativas em
termos de rapidez e abrangéncia, mas ainda requer complementacdo por métodos genotipicos
para garantir acuracia diagndstica e seguranga terapéutica. A integracdo entre espectrometria
de massas, testes fenotipicos e genotipicos representa o caminho ideal para o diagndstico
microbiologico moderno, especialmente frente ao desafio da resisténcia antimicrobiana em

ambientes clinicos veterinarios.
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Em nosso estudo os 81 isolados identificados com pertencentes ao género
Staphylococcus pela espectrometria de massa MALDI-TOF MS, foram posteriormente
testados genotipicamente para o gene 16s rRNA (756pb). Destes, 4/81 isolados (4,9%) nao
apresentaram crescimento. A taxa de recuperacdo dos isolados foi de 95,1% (77/81). Apos o
congelamento dos isolados, ¢ comum que a taxa de recuperacdo ndo alcance 100% (Koneman

et al., 2008; Markey et al., 2013).

A identificagdo molecular do gene 16s rRNA (756 pb) foi realizada através da técnica
de reacdo em cadeia da polimerase (PCR), conforme descrito por De Santis e colaboradores
(2006). O gene 16s foi identificado em 76/77 (98,7%) dos isolados, que foram entdo

identificados genotipicamente como pertencentes ao género Staphylococcus.

Correlacionando a avaliagcdo genotipica e os resultados do MALDI-TOF MS, 52/76
(68,4%) dos isolados que possuiam o gene 16s rRNA (756 pb) eram identificados como
Staphylococcus pseudintermedius. Os outros 24/76 (31,6%) foram classificados da seguinte
forma: 8/76 (10,5%) como Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans, 4/76 (5,3%) como
Staphylococcus haemolyticus, 4/76 (5,3%) como Staphylococcus aureus, 3/76 (3,93%) como
Staphylococcus scuris, respectivamente Staphylococcus coagulants e 2/76 (2,6%) como

Staphylococcus hominis (Figura 15).
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Figura 15: Figura demostrando a correlacdo entre avaliacdo genotipica e resultados do

MALDI-TOF MS: Identificagao de Staphylococcus spp. em isolados com gene 16s rRNA (756
pb).

Um aspecto relevante observado nos resultados deste estudo foi a correlagdo entre a

identificacdo bacteriana por MALDI-TOF e a detec¢do do gene 16S rRNA, na qual 8 das 76
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(10,5%) amostras analisadas foram classificadas como pertencentes ao grupo dos CoNS. Este
achado estd em consondncia com a literatura cientifica, que reconhece os CoNS como
microrganismos comensais da pele e mucosas de humanos e animais, tradicionalmente
considerados de baixa viruléncia, entretanto atualmente vém assumindo papel clinico relevante
como agentes oportunistas em infecdes cutdneas de cdes, especialmente em contextos de
imunossupressdo, disbiose cutanea ou terapias antimicrobianas prolongadas (Kania, S. et al.,

2004; Devriese et al., 2005; Bannoehr et al, 200; Miszczak, M. et al., 2023).

Dentre os CoNS identificados, destaca-se Staphylococcus haemolyticus, espécie
frequentemente associada a infec¢des nosocomiais humanas, cuja relevancia clinica esta
vinculada a sua elevada capacidade de aquisicdo de genes de resisténcia, como o mecA, além
da producdo de biofilme e toxinas hemoliticas (Costa et al., 2020). O isolamento de S.
haemolyticus em caes com dermatopatias, especialmente em quadros cronicos ou recidivantes,
tem sido cada vez mais documentado, sugerindo possivel adaptacdo ao hospedeiro canino e
participagdo etioldgica em infec¢des cutdneas. Outra espécie de interesse € Staphylococcus
sciuri, originalmente descrita como saprofita ambiental, mas atualmente reconhecida como
integrante da microbiota cutdnea e do conduto auditivo externo de cdes. Estudos recentes
apontam seu envolvimento em casos de piodermite e otite externa, além da presenga de genes
de resisténcia antimicrobiana, o que reforca seu potencial como patdgeno oportunista (Zhao et
al., 2022). Staphylococcus hominis, embora classicamente considerado um comensal da pele
humana, tem sido isolado em caes, sobretudo em ambientes hospitalares, levantando hipoteses
de colonizagdo cruzada ou desequilibrio da microbiota normal. Apesar de sua relevancia clinica
em medicina veterinaria ainda ser incerta, sua identificagdo deve ser interpretada com cautela,
especialmente em pacientes com histérico de internagdo ou exposi¢do a ambientes

contaminados (Guardabassi et al., 2004).

Dessa forma, embora os CoNS nao sejam reconhecidos como os principais agentes
etioldgicos da piodermite canina, os dados obtidos neste estudo refor¢am a necessidade de
considerar sua relevancia clinica, especialmente em casos de falha terapéutica, infeccdes
recidivantes ou em pacientes imunocomprometidos. A identificagdo precisa dessas espécies,
aliada a andlise gendmica e fenotipica de resisténcia, ¢ fundamental para o delineamento de
estratégias terapéuticas eficazes e para a compreensdo da dindmica microbiologica das

dermatopatias em caes.

4.3. Avaliagdo da suscetibilidade aos antimicrobianos ¢ resisténcia bacteriana
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Ap6s a identificagdo fenotipica, todos os 109 isolados foram submetidos ao teste de
difusdo em disco (antibiograma) para avaliagdo da sensibilidade a diversos antimicrobianos.
Foram testados, os seguintes antibidticos: amoxicilina com clavulanato, cefalexina,
enrofloxacina, oxacilina, clindamicina, doxiciclina, cefoxitina, entre outros. Os resultados
foram interpretados com base nos didmetros dos halos de inibi¢ao ao redor dos discos, seguindo

os critérios estabelecidos pelo BRCAST/CLSI VET (2024).

A penicilina foi o antimicrobiano com maior indice de resisténcia, com 82/109 (75,2%)
dos isolados classificados como resistentes, seguida por cefovecina 67/109 (61,5%),
doxiciclina 51/109 (46,8%), oxacilina 46/109 (42,2%), eritromicina 46/109 (42,2%),
sulfametoxazol com trimetoprima 43/109 (39,4%), cefalexina 42/109 (38,5%), amoxicilina
com clavulanato 42/109 (38,5%), enrofloxacina 41/109 (37,6%), clindamicina 36/109 (33%),
cefoxitina 26/109 (23,9%), marbofloxacina 22/109 (20,2%), norfloxacina 22/109 (20,2%),
gentamicina 20/109 (18,3%) e rifamicina 18/109 (16,5%), que apresentou o menor indice de

resisténcia.

Entre os 109 isolados testados, 36/109 (33%) apresentaram multirresisténcia, ou seja,
resisténcia a trés ou mais classes de antimicrobianos avaliados. Além disso, 3/109 (2,8%)
amostras foram identificadas como resistentes a todos os antimicrobianos testados, enquanto

6/109 (5,5%) foram sensiveis a todos os antimicrobianos avaliados (Figura 16).
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Figura 16: Figura demonstrativa da resisténcia para diferentes antimicrobianos pelo teste de
difusdo em disco (antibiograma): A Penicilina apresenta maior indice de resisténcia (75,2%),
seguida por cefovecina (61,5%) e doxiciclina (46,8%). A multirresisténcia foi observada em

33% dos isolados.

O elevado indice de resisténcia a penicilina (75,2%) e a multirresisténcia observada em
33% dos isolados revelam um cenario alarmante, condizente com as evidéncias apresentadas
b

por Burke & Santoro (2023) e Teixeira, I et al. (2023).

A interpretagdo da sensibilidade a penicilina em isolados de Staphylococcus deve ser
realizada com cautela, uma vez que, conforme as diretrizes do CLSI (2024), voltadas para
bactérias isoladas de animais, cepas produtoras de beta-lactamase podem apresentar perfil
fenotipico de sensibilidade a penicilina, mascarando sua real resisténcia. O teste da zona edge
foi utilizado para avaliar a resisténcia da penicilina aos beta-lactimicos. Embora o teste seja
recomendado principalmente para a detec¢dao de beta-lactamases em Staphylococcus aureus,
ele também ¢ adotado para as demais espécies de Staphylococcus. Esse teste foi realizado em
isolados de Staphylococcus sensiveis a penicilina, ou seja, que apresentavam um halo de
inibi¢do > 29 mm, entretanto quando esses isolados apresentavam um teste de zona edge
positivo, ou seja, com a borda do halo de inibi¢ao bem definida, foram considerados resistentes
devido a producao de beta-lactamase (Moon et al., 2007; Soares et al., 2008; Stegger et al.,
2012) (Figura 17). Desta maneira, dos 82/109 (75,2%) isolados resistentes a penicilina, 48/82
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(58,5%) foram positivos no teste de zona edge. Portanto, considerados como resistentes pela
produgdo de beta-lactamase. Para contribuir com a leitura interpretativa do antibiograma, a

amoxicilina associada ao inibidor de beta-lactamases o acido clavulanico foi incluido nos

ensaios. A taxa de resisténcia observada foi de 42/109 (38,5%) dos isolados.

.,rzr

Figura 17: Avaliagdo da resisténcia a penicilina e beta-lactimicos em Staphylococcus spp.
utilizando o teste da Zona Edge: A) Isolados com halo de inibigdo > 29 mm mas sem borda
bem definida considerados sensiveis, B) Isolados com halo de inibi¢do > 29 mm mas com borda
bem definida considerados resistentes devido a produgao de beta-lactamase, C) Isolados sem

halo de inibigcao considerados resistentes.

Para contribuir com a leitura interpretativa do antibiograma, a amoxicilina associada ao
inibidor de beta-lactamases o acido clavulanico foi incluido nos ensaios. A taxa de resisténcia
observada foi de 42/109 (38,5%) dos isolados. A taxa de resisténcia observada reforca que,
embora o inibidor enzimatico seja eficaz em muitos casos, hd cepas que mantém resisténcia
mesmo na presenca de clavulanato, possivelmente por mecanismos adicionais como por

exemplo a presenga do gene mecA (BRCAST/CLSI VET 2024).

De acordo com o CLSI VET 2024 a triagem da resisténcia a meticilina em espécies do
género Staphylococcus deve considerar o antimicrobiano e os pontos de corte especificos para
cada espécie. Para S. aureus e S. lugdunensis, recomenda-se o uso do disco de cefoxitina (30
ug), sendo considerados resistentes os isolados com halos de inibi¢@o iguais ou inferiores a 21
mm. Ja para S. pseudintermedius e S. schleiferi, a oxacilina (1 pg) € o antimicrobiano indicado,

com resisténcia atribuida a halos <17 mm. As demais espécies do género devem ser avaliadas
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também com cefoxitina (30 pg), adotando-se como ponto de corte halos <24 mm para

resisténcia. Em todos os casos, a resisténcia esta associada a presenca do gene mecA.

Os dados obtidos por meio da analise fenotipica de resisténcia a meticilina revelaram
que 46 dos 109 isolados (42,2%) foram resistentes a oxacilina. Dentre os isolados identificados
como Staphylococcus spp. pelo MALDI-TOF MS e, posteriormente, pela andlise do gene 168,
19 dos 46 (41,3%) resistentes a oxacilina foram classificados como Staphylococcus
pseudintermedius, 5 (10,9%) como Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans e 2 (4,3%)
como Staphylococcus scuris. Os demais 20 isolados foram identificados como pertencentes a
outros géneros bacterianos que nao Staphylococcus, ou ndo puderam ser caracterizados pelo
MALDI-TOF MS, portanto, ndo avaliados quanto a presenga do gene 16S. Além disso, ¢
importante destacar que 1 dos 4 isolados identificados como Staphylococcus aureus pelo

MALDI-TOF MS e portador do gene 16S demonstrou resisténcia a cefoxitina.

O teste de aproximacao de disco ¢ realizado com o objetivo de avaliar o fendtipo de
resisténcia pela proximidade entre os discos de eritromicina (15 pg) e clindamicina (2 pg) . A
resisténcia induzivel € identificada quando o halo de inibi¢ao ao redor do disco de clindamicina
apresenta uma constri¢ao de didmetro perto do disco de eritromicina, fendmeno conhecido

como "zona D" (CLSI VET 2024).

Nos resultados obtidos, entre os isolados considerados resistentes a clindamicina, 4/36
(11,1%) apresentaram a "zona D", sendo, portanto, identificados como portadores de

resisténcia induzivel (Figura 18).
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Figura 18: Presenca de resisténcia induzivel evidenciada pela redu¢do no diametro do halo de
inibi¢do ao redor do disco de clindamicina, localizada adjacente ao disco de eritromicina. Esse
padrao de interferéncia, caracterizado pela formacao de uma area sem crescimento bacteriano

com formato semelhante a letra “D”, é denominado efeito “Zona D”.
9

Nossos resultados demostram que todos os isolados resistentes a meticilina
apresentavam perfil de multirresisténcia. Além disso, entre os trés isolados classificados como
resistentes a todos os antimicrobianos testados, dois foram identificados como Staphylococcus

pseudintermedius e um como Staphylococcus scuris.

No presente estudo, dois dos trés isolados classificados como resistentes a todos os
antimicrobianos testados foram identificados como S. pseudintermedius. O terceiro isolado,
identificado como Staphylococcus scuris, também apresentou resisténcia total, o que ¢
particularmente relevante, dado o nimero limitado de estudos sobre essa espécie e
principalmente porque sua identificagdo como multirresistente sugere que pode estar
emergindo como um patégeno oportunista relevante, especialmente em contextos de pressao

seletiva antimicrobiana (Nemeghaire et al., 201; Bonnard et al., 2025).

O relato de caso de Severino et al. (2024) reforcam a importancia da cultura bacteriana
e dos testes de sensibilidade na condugdo terapéutica, além de alertarem para o potencial
zoonotico das piodermites caninas. A presenga de cepas resistentes em animais de companhia
representa um risco ndo apenas para a saude animal, mas também para a satde publica,

exigindo protocolos de biosseguranga e vigilancia epidemiolégica.
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4.4. Identificagdo genotipica de Staphylococcus sp - mecA (533 pb) e caracteristicas dos

1solados

A identificagdo molecular do gene mecA (533 pb) foi realizada utilizando a técnica de
reagcao em cadeia da polimerase (PCR), de acordo com metodologia descrita por Murakami e

colaboradores (1991).

Entre os isolados portadores do gene 16s rRNA (756 pb), 27/76 (35,5%) foram
identificados como positivos para o gene mecA. Correlacionando com a identificagdo detectada
pelo MALDI-TOF, os isolados positivos foram caracterizados como 19/27 (70,4%)
Staphylococcus pseudintermedius, 5/27 (18,5%) Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans,
2/27 (7,4%) Staphylococcus scuris e 1/27 (3,7%) Staphylococcus aureus (Figura 19).

staphylococcus aureus I

Staphylococcus scuris -
Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans _
staphylococcus pseudinmermeaius - |

0,00% 10,00% 20,00% 30,00% 40,00% 50,00% 60,00% 70,00%

Figura 19: Figura representativa da identificacdo dos isolados com gene mecA: 70,4%
Staphylococcus pseudintermedius, 18,5% Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans, 7,4%

Staphylococcus scuris e 3,7% Staphylococcus aureus.

Nossa prevaléncia estd em concordancia com dados apresentados por Silva et al. (2021),
Burke & Santoro (2023) e Teixeira et al. 2024, que relatam taxas entre 20% e 60% de MRSP
em cdes com piodermite superficial. O papel predominante de S. pseudintermedius como
agente etiologico de infegdes cutdneas em caes, especialmente em casos associados a
resisténcia antimicrobiana, reforca sua importincia clinica como patdogeno multirresistente

emergente, conforme alertado por Santoro et al. (2023) e (Loeffler, A. et al., 2025).

A disseminacao global de cepas de MRS foi facilitada pela mobilidade humana e pelo
comércio internacional, tornando a resisténcia a meticilina um problema de saude publica

mundial. A resisténcia a meticilina em cepas de Staphylococcus pseudintermedius e em
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Staphylococcus schleiferi subsp. coagulans tem emergido, e sdo associadas principalmente ao
uso indevido, erroneo, equivocado ou a tratamentos prolongados com antibioticos (Burke &
Santoro, 2023). Esse fenomeno sugere que o elemento mecA pode ser facilmente transferido
entre diferentes espécies, ultrapassando barreiras de adaptagdao ao hospedeiro (Brooks, B. &
Morse., 2007; Schwarz et al., 2017). O Brasil, segundo a OMS, esta entre os paises com maior
consumo de antibidticos, o que agrava o risco de selecdo e disseminacdo de cepas pan-

resistentes.

Em nosso estudo dos 27 isolados portadores do gene mecA, 26 (96,3%) apresentavam
historico de uso prévio de antimicrobianos, enquanto apenas um isolado (3,7%) foi identificado
em um paciente sem registro de antibioticoterapia anterior. Os antibidticos mais
frequentemente utilizados antes do inicio da pesquisa foram amoxicilina com clavulanato,
utilizada em 25 dos 26 casos (96,2%), cefalexina, administrada em 22 dos 26 casos (84,6%), e

enrofloxacino, oferecida para 6 dos 26 casos (23,1%).

12 dos 27 isolados (43,7%) apresentaram multirresisténcia, enquanto 3 dos 27 casos
(7,4%) eram resistentes a todos os antibidticos testados. Além disso, 6/27 (22,2%) dos isolados
possuiam “Zona edge” positiva, caracterizada por uma borda bem definida, e 19 dos 27 casos
(72%) testaram positivo para a presenca de “Zona D”. Entre os medicamentos avaliados, a
rifamicina demonstrou ser o antibioético com maior sensibilidade, apresentando eficacia em 15

dos 27 isolados (55,6%%) (Figura 20).

Titulo do Grafico
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Figura 20: Figura representativa de todos os isolados com mecA 26/27 (96,3%) que tinham
historico de uso de antibioticos
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Dois dos 3 isolados resistentes a todos os antibidticos testados eram Staphylococcus
pseudintermedius, provenientes de animais com historico de multiplos tratamentos,

especialmente para casos recorrentes de piodermite.

Conforme Brooks e Morse (2007) e Schwarz et al. (2017) a presenga do gene mecA
estd associada a producdo da proteina PBP2a, que confere resisténcia aos beta-lactdmicos, ou
seja, o cassete cromossdmico SCCmec, que carrega esse gene, pode conter elementos genéticos
moveis que promovem resisténcia cruzada a outras classes, como macrolideos e lincosamidas,
justificando os resultados encontrados em nossa pesquisa. Além disto, conforme observado
neste estudo, a positividade da “Zona Edge” refor¢a a produgdo de beta-lactamases como
mecanismo disseminado entre os estafilococos, enquanto a resisténcia induzivel a clindamicina
(zona D) evidencia a importancia da realizag@o desse teste na rotina laboratorial para avaliagao

de multiplas resisténcias (Pitkéla et al., 2007; Hombach et al., 2017).

A andlise do histdrico clinico dos animais inclusos no estudo revelou que dos animais
com isolados positivos para mecA haviam recebido antibioticoterapia prévia, sendo os
antimicrobianos mais frequentemente utilizados a amoxicilina com clavulanato (96,2%) ¢ a
cefalexina (84,6%). Esse padrdo de uso reflete a pratica clinica comum na medicina veterinaria,
mas também evidencia a pressao seletiva exercida por esses fairmacos, favorecendo a sele¢ao

de cepas resistentes.

Essas evidéncias reforcam as diretrizes estabelecidas pela CLSI VETO1 (2024) e o
BRCAST (2024) quanto a necessidade da realizacdo de testes de sensibilidade e da limitacao
ao uso empirico de antimicrobianos de primeira escolha. Nosso estudo demonstra com clareza
que mesmo moléculas tradicionalmente eficazes como amoxicilina-clavulanato e a cefalexina
podem perder efetividade diante da prescri¢do repetida e sem cultura prévia. Evidenciando uma
relacdo direta entre exposi¢do terapéutica prévia e emergéncia de resisténcia, confirmando os
achados de Hensel et al. (2016) e Van Damme et al. (2020). A multirresisténcia observada em
isolados com mecA também € corroborada por Feuer et al. (2024) e Teixeira et al. (2023), que
alertam sobre os desafios clinicos na condugdo de casos de piodermite. Os autores alertam para
o crescente perfil de resisténcia entre Staphylococcus pseudintermedius, em especial frente os

antibioticos mais utilizados entre os animais estudados.

Por outro lado, o unico isolado positivo para mecA sem histdrico de antibioticoterapia

foi identificado como Staphylococcus scuris, oriundo de um filhote em seu primeiro episodio
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de piodermite. Esse achado ¢ particularmente relevante, pois sugere a possibilidade de
transmissao vertical ou ambiental de cepas resistentes, mesmo na auséncia de exposi¢ao prévia
a antimicrobianos. Tal cenario refor¢ca a importancia da vigilancia microbioldgicas nas
piodermites caninas e levanta hipoteses sobre a disseminacdo comunitaria de genes de

resisténcia.

Estudos mais recentes t€ém destacado o papel ecologico e clinico do S. sciuri,
recentemente reclassificado como Mammaliicoccus sciuri, como reservatorio genético de
resisténcia antimicrobiana e fatores de viruléncia (Bonnard et al., 2025). De acordo com Becker
et al. (2014) esse patdogeno tem potencial zoonotico, capacidade de causar infecgdes
oportunistas e compartilhar genes de viruléncia com Staphylococcus aureus, como toxinas e
proteinas de adesdo, além de elementos genéticos moveis, como 0O cassete cromossomico
SCCmec, que facilitam a transferéncia horizontal de genes de resisténcia, incluindo os genes
mecA. A resisténcia a multiplas classes de antimicrobianos, como B-lactdmicos, tetraciclinas,
macrolideos, aminoglicosideos, refor¢a a importancia do S. sciuri como reservatorio ambiental
e clinico de resisténcia, trazendo ainda mais destaque, importancia e preocupagdo em relagao
ao isolado positivo para mecA e resistente a todos antibidtico avaliados pelo antibiograma em

nossa pesquisa.

Bonnard et al., (2025) em sua pesquisa realizada no estado do Rio de Janeiro, destaca a
identificacdo de Staphylococcus sciuri em amostras de cdes e seus tutores, evidenciando seu
potencial zoondtico. Essa espécie foi responsavel por 16,2% dos isolados totais, sendo
detectada nos caes, além de secus tutores. Notavelmente, 14,5% dos isolados de S. sciuri
apresentaram o gene mecA, demostrando o seu papel como reservatorio de genes de resisténcia
entre estafilococos. A presenga simultanea de cepas resistentes em cdes e humanos, aliada a
proximidade fisica entre os hospedeiros, sugere a possibilidade de transmissdo cruzada,

tornando S. sciuri uma preocupagdo emergente em saude publica no contexto brasileiro.

Em conjunto, os dados evidenciam que S. Sciuri, ndo apenas possui plasticidade
genética para adquirir e disseminar genes de resisténcia, como também representa um elo
importante na interface entre saude humana, animal e ambiental. A sua presenca em ambientes
comunitarios, domésticos e clinicos, aliada a capacidade de resisténcia multipla, torna
imperativa a implementacdo de estratégias integradas de monitoramento, uso racional de

antimicrobianos e educacdo sanitdria, especialmente em contextos veterinarios e de saude

publica.
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Hoje sabe-se que, apesar de apresentarem adaptagdes e, na maioria dos casos, afinidade
a um determinado hospedeiro natural, a capacidade de transferéncia genética horizontal de
Staphylococcus spp. permite a aquisi¢ao de genes de viruléncia e resisténcia, que capacitam
cepas, anteriormente restritas a determinado hospedeiro, a colonizarem outras espécies

(Schwarz, S. & Chaslus-Dancla, E. 2001; Schwarz et al., 2013; Burke & Santoro., 2023).

A deteccdo de cepas multirresistentes de Staphylococcus pseudintermedius (MRSP) em
cdes com acesso domiciliar e estreita convivéncia com humanos impde preocupagdes
crescentes sob a perspectiva da Saude Unica. A proximidade entre espécies favorece nio
apenas a colonizag¢do cruzada, mas também a transmissao direta de microrganismos resistentes,
configurando um risco epidemioldgico relevante. Conforme discutido por Bannoehr e
Guardabassi (2012), a resisténcia antimicrobiana na medicina veterinaria nao pode ser tratada
isoladamente, uma vez que se trata de uma problematica compartilhada entre humanos, animais
e o ambiente. Organismos internacionais como a Organiza¢do Mundial da Satde (WHO, 2022)
e o consorcio europeu EFSA-ECDC (2023) reforgam que a resisténcia bacteriana ¢ um desafio,

exigindo abordagens interdisciplinares e coordenadas para sua contencao.

Estudos recentes t€ém demonstrado que a transmissdo zoonotica de MRSP ¢ uma
realidade concreta, inclusive em individuos imunocompetentes. Kaspar et al. (2018) e
Somayaji et al. (2016) documentaram casos de infe¢do humana por S. pseudintermedius
resistente a meticilina, oriundos de contato direto com caes colonizados, evidenciando que a
barreira entre espécies pode ser facilmente eliminada por microrganismos dotados de

mecanismos de resisténcia robustos.

A presenca do gene mecA em cepas de origem animal, como identificadas em nosso
estudo, S. pseudintermedius, S. schleiferi e S. sciuri, evidencia ainda mais o espectro de
disseminagdo da resisténcia. Nesse contexto, a interface entre saide humana, animal e
ambiental torna-se um ponto critico na contencdo da propagacdo de Staphylococcus
multirresistentes. A implementacdo de medidas de biosseguranca, protocolos de vigilancia
epidemioldgica e capacitagdo técnica dos profissionais envolvidos na medicina veterinaria e
humana sdo estratégias fundamentais para reduzir os riscos associados a resisténcia bacteriana
zoonotica. A resisténcia antimicrobiana, como reiterado por Bannoehr & Guardabassi (2012),
WHO (2022) e EFSA-ECDC (2023), transcende os limites disciplinares e exige respostas
integradas, baseadas em evidéncias cientificas e em politicas publicas que reconhecam a

interdependéncia entre os ecossistemas de saude.
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Dessa forma, os achados apresentados nesta tese contribuem para o entendimento da
dindmica de transmissao de cepas resistentes entre animais e humanos, bem como da circulagao
de genes de resisténcia entre diferentes espécies bacterianas. A caracterizagdo fenotipica,
genotipica e protedmica dos isolados, aliada a andlise do historico clinico dos animais,
demostra a relacdo direta entre exposi¢do terapéutica prévia e emergéncia de resisténcia, além
de levantar hipdteses sobre rotas alternativas de disseminagdo, como a transmissdo ambiental
e vertical. Tais evidéncias reforcam a necessidade de vigilancia continua e de politicas publicas
voltadas ao controle da resisténcia antimicrobiana em uma perspectiva verdadeiramente

integrada.
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5. CONCLUSAO

Diante dos achados desta investigagdo, torna-se evidente que a resisténcia
antimicrobiana em Staphylococcus spp. de origem animal representa um desafio crescente e
multifacetado na clinica dermatoldgica veterinaria. A correlagdo entre tratamento empirico,
perfis multirresistentes e disseminagdo de MRSP em cdes com dermatite atopica canina (DAC)
reforca a urgéncia de estratégias integradas para contencao desse fenomeno. A caracterizagao
microbiologica, fenotipica e genotipica dos isolados obtidos, aliada ao uso de metodologias
avangadas como MALDI-TOF MS, PCR para os genes 16S e mecA, e testes fenotipicos de alta
precisdo, conferiu robustez técnica a pesquisa e contribuiu de forma significativa para o avanco

do conhecimento na area.

A identificag@o de cepas multirresistentes ndo esta necessariamente associada a maior
viruléncia, mas impde severas limitagdes as opgdes terapeuticas disponiveis, comprometendo
o manejo clinico eficaz e favorecendo a persisténcia e recorréncia das infec¢des. Nesse
contexto, ¢ imperativo que a deteccdo de microrganismos resistentes seja acompanhada por
medidas de biosseguranga, protocolos de vigilancia epidemiolédgica e educagao continuada dos
profissionais envolvidos na pratica veterindria. A aplicagdo criteriosa das diretrizes do CLSI
VET 2024, aliada a interpretagdo técnica dos testes de sensibilidade, constitui um pilar

essencial para a preservacgdo da eficicia dos antimicrobianos ainda disponiveis

Além das acdes clinicas e laboratoriais, esta tese destaca a necessidade urgente de
medidas regulatorias por parte dos 6rgdos governamentais competentes. A comercializagao
indiscriminada de antimicrobianos em estabelecimentos pet shops e agropecuarios no Brasil,
muitas vezes sem prescricdo ou controle adequado, contrasta com as praticas restritivas
adotadas em paises da Unido Europeia e nos Estados Unidos. Tal desordem favorece o uso
irracional de farmacos, acelera o surgimento de cepas multirresistentes e compromete a satde
publica e animal. A regulamentagdo rigorosa da venda de antibioticos, com exigéncia de
prescri¢ao veterinaria e fiscalizagdo efetiva, deve ser considerada uma prioridade estratégica

no enfrentamento da resisténcia bacteriana.

Por fim, os dados obtidos nesta pesquisa extrapolam o ambiente hospitalar e alcancam
o debate epidemioldgico e as praticas clinicas cotidianas, sugerindo a implementacao de
protocolos diagnodsticos mais robustos, monitoramento continuo da resisténcia bacteriana e

acOes educativas voltadas tanto para médicos veterinarios quanto para tutores. A abordagem
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integrada microbiologica, genotipica, fenotipica e protedmica proposta nesta tese representa
um modelo promissor para o manejo clinico e epidemioldgico da piodermite canina,
contribuindo para a constru¢ao de uma medicina veterinaria mais segura, eficaz e alinhada aos

principios da saude Unica.
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7. ANEXOS

7.1. Anexo 1

natitubs de Veberrdna da Unssersdade Federal Rursl oo Rio oe [anern

UFRRJ e Comiss3o de Etica no

Universidade Federal Rural o=
do Rio de Janeiro A Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "PIODERMITES RECIDIVANTES EM CAES ATOPICOS COMO FONTE DE INFECCAD
PARA HUMANOS®, protocolada sob o CEUA n® 8404250122 o oeaz3s)y, sob a responsabilidade de Julio Israel
Fernandes & eguipe;, RAFAELLA TORTORIELLO BARBOSA SAMPAIC; Bruna Sampaio Martins Land Manier ; Camila
Sampaio Marting Land Manier - que envolve a producio, manutencdo efou utilizacdo de animais pertencentes aa filo
Chaordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem]), para fins de pesguisa cientifica ou ensino - esta de acordo com as
preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julha de 2009, bem como com as
normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacde Animal (COMCEA), e foi APROVADA pela
Comiss3o de Etica no Uso de Animais da Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do Rio de Jansira
[CEUASUFRR) na reunido de 04/04/2022.

We certify that the proposal *RECURRENT PYODERMA IN ATORIC DOGS AS SOURCE OF INFECTION FOR HUMANS®,
utilizing 150 Dogs (males or females), pratocol number CELA 8404250122 o waraas), under the responsibility of Julio
Israel Fernandes and team; RAFAELLA TORTORIELLD BARBOSA SAMPAID: Bruna Sampaio Martins Land Manier ;
Camila Sampaio Martins Land Manier - which invohres the production, maintenance and/or use of animals belonging
to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research purposes or teaching -
is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decres 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules issued
by the Mational Cowncil for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was APPROVED by the Ethic
Committes on Animal Use of the Veterinary Institute of Rural Federal Unsversity of Rio de Janeiro {CEUAMUFRR]] in the
mesting of 0d/04/2022.

Finalidade da Proposta: Fesquisa (Académica)
Vigéncia da Proposta: de 04/2022 a 04/2024  Area: Clinica Médica

Origem: Amnsmais de proprietdnos
Espécie:  (&es sexn: Machos ou Fémeas  idade: 6 & 180 meses  (uantidads: 150
Linhagem: diversas Peso: 1250 kg

Seropédica, 25 de junho de 2024
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Pré-F. Dr. Fabio Barbour Scott ‘iviane de Souza Magalhdes
. . - Vice-Coondenadora da Comiss3o de Etica no Uso de
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais i
Institute de Veterindria da Universidade Federal Aural do  Instituto de Veterindria da Universidade Federal Rural do
Riz de |aneira Rio de |aneine
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7.2. Anexo 2

Duestiondrio Projeto Doutorado Piodermite Dermatologica

I. ANAMNESE DERMATOLOGICA / HISTORICO CLINICO

Cueixa principal/ historico:

Data de inicio das manifestaghes:

Primeira ocorréncia ou j teve manifestagies similares anterior:

Fez uso de antibioticoterapia anterior - Sim{ ) Nao({ )

Oral { ) Tapico () Ambos () Qual/ Quais: Por quanto ternpao
doze:

Ha pruride: { ) Leve { Moderado ( ) Inteso

1.2Critérios de Favrot
Aparecimento dos sinais antes dos 3 anos de vida  Sim () Nao{ )
Cao que vive maior parte do tempo dentro de casa - Sim( ) Nao( )
Prurido responsivo a corticoterapia -~ Sim { ) Nao( )
Prurido como primeiro sinal e somente apos lesdes  Sim( ) Nio{ )
Extremidades dos membros tordcicos afetadas  Sim( ) Naod{ )
Pavilhdes auriculares afetados  Sim{ ) Nio( )
Margens auriculares ndo afetadas - Sim{ ) Nao{ )

Area dorso-lombar nio afetada  Sim{ ) Nao( )

2.2 Tipo de lesdo dermatologica:

{ )YAlopecia { )Eritema ( ) Erosio yUleera { ) Crostas
Melicericas { ) Crostas lHemorragicas ()

Descamacdo  ( WPapulas ( JNodulo () Tumor ()
Vesicula ( yBolha ( ) Pustula ( ) Macula ( )
Hiperpzmentacio () Despgmentacio { ) Miperceratose { )
Lignificaco () colaretes epidermicos { ) Comedo

Otite - Sim{ Y Nio( )

{ yCeruminosa ( ) Purulenta ( ) Eczematosa ( )Hiperplasica ( )
Estenosante
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3 EXAMES COMPLEMENTARES
3.1 Citologia cutinea - Pastula { ) Colarete epidérmico { )
311 Inflamagdo () Cocos Fagocitados ) Bastonetes | ) Malassezia ( )
(hs:
3.1.2 Citelogia Otdlogiea:
Inflamagdo ( ) Cocos Fagocitados () Bastonetes () Malassezia
() Mista
Obs:
3.2 Cultura antibiograma - Pastula ( ) Colarete epidérmico ()

(hs:
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Seropédica, 10V02/2022

A Comisso de Edica no Use de Animais do Instituto de Veterindria da UFRRJ,

Informo que & Direglio do Hospital Veterindrio (HV), estd ciente gque o professorresponsdvel julio lsrael Fernandes
desenvolverd suas atividades/agtes de titulo “PIODERMITES RECIDIVANTES EM CAES ATOPICOS COMO FONTE DE
INFECCAD PARA HUMANOS”, no periodo de 03/2022 a 03/2024, durante a rotina de atendimento clinico no Hospital
Veterindno. Estando suas atividades delineadas de forma a atender as normas imemas do HY.

L

Felipe Delomme Azevedo - Diretor do Hospital Veterindrio
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