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IMPACTO ESPERADO NA SOCIEDADE

Esta dissertacdo sera capaz de auxiliar em pesquisas futuras sobre os padrdes
de incidéncia bacteriana e o perfil de resisténcia a antimicrobianos em quadros de
ceratites ulcerativas de olhos caninos.

O estudo abrangeu diversos estagios de evolucdo da enfermidade,
possibilitando desta maneira o aprofundamento das informagdes sobre a incidéncia e
resisténcia bacteriana de bactérias que séo capazes de produzir infecgdo neste
quadro.

As informacBes obtidas nesta dissertacdo possibilitam a elaboracdo de
prescricoes mais assertivas quanto ao uso de agentes antimicrobianos e,
consequentemente, pode minimizar o desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana

gue ocorre em nivel mundial, na saide humano e veterinaria.
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AVALIACAO DO PERFIL DE RESISTENCIA DE BACTERIAS ISOLADAS EM

CERATITES ULCERATIVAS DE CAES

RESUMO - Ceratite ulcerativa € um quadro ocular comum em cdes que pode resultar em
diminuicdo ou perda total da visdo quando ndo sao tratadas adequadamente. O uso
inadvertido de antimicrobianos € um risco a saldde Unica por incitar a resisténcia e
multirresisténcia bacteriana. Portanto, a cultura, o isolamento, a identificacdo e a avaliacao da
susceptibilidade antimicrobiana séo essenciais para o tratamento adequado. O objetivo desse
estudo foi identificar microrganismos presentes em olhos caninos acometidos por ceratites
ulcerativas, e verificar o perfil de resisténcia aos farmacos antimicrobianos disponiveis. Para
tanto as amostras foram colhidas, identificadas por MALDI-TOF e submetidas ao teste de
suscetibilidade antimicrobiana por disco difuséo. Foram avaliados 88 caes acometidos por
ceratites ulcerativas, destes, 50% (44/88) eram fémeas e 50% (44/88) machos, com idades
entre 6 meses e 14 anos; sendo 74,48% (50/83) braquicefalicos. Dos 88 olhos avaliados,
90,90% (80/88) tiveram cultura positiva, em que 11,33% (10/88) das amostras isolaram-se
mais de uma espécie de bactéria. De todas as amostras foram identificadas (90), as Gram-
positivas corresponderam a 63,33% (57/90) e as Gram-negativas 36,66% (33/90),
predominando o género Staphylococcus, 35,55% (32/90) e Pseudomonas aeruginosa,
15,55% (14/90). Staphyloccocus spp. apresentando resisténcia a penicilina (89,29%), a
sulfadiazina e trimetropim (60,71%) e a tetraciclina (67,86%), enquanto a doxiciclina (88,89%),
a cefotaximina (85,71%), o cloranfenicol (82,14%) e a gentamicina e o moxifloxacino
(78,57%), corresponderam a maior taxa de sensibilidade. Pseudomonas aeruginosa foi
sensivel (100%) a gentamicina e ao imipenem, e resisténcia (8,33%) norfloxacino,
ciprofloxacino e cefepima. Da mesma aneira a familia Enterobactereacea mais sensiveis a
amicacina e gentamicina (88,89%), ao imipemem (88,24%) e ao levofloxacino (87,50%) com
uma resisténcia acentuada em relagdo a amoxicilina com clavulanato (50%) e a cefazolina
(47,06%). Evidenciando multirresisténcia das estirpes em 23,33 % (21/90) do isolados. As
espécies mais comumente isoladas em quadros de ceratite ulcerativa de cdes séo
Staphylococcus pseudintermedius e a Pseudomonas aeruginosa, no entanto diversas séo as
espécies isoladas nesse acometimento, demostrando uma diversidade da microbiota ocular
capaz de promover infeccdo. H4 alta taxa de resisténcia e multirresisténcia associada ao
quadro de ceratite ulcerativa, principalmente, a amoxicilina, a ampicilina, a penicilina, a
sulfadiazina e trimetropim e a tetraciclina, no entanto, positivamente, essas cepas
apresentaram sensibilidade a antimicrobianos usados comumente na oftalmologia veterinaria,
como a doxiciclina, tobramicina e gentamicina.

Palavras-chave: Cao, cornea, microorganismos, antimicrobianos e Saude publica.



EVALUATION OF THE RESISTANCE PROFILE OF BACTERIA ISOLATED IN
ULCERATIVE KERATITIS IN DOGS

ABSTRACT — Ulcerative keratitis is a common eye condition in dogs that can result in decreased or
total loss of vision when not treated properly. The inadvertent use of antimicrobials is a unique health
risk as it encourages bacterial resistance and multidrug resistance. The aim of this study was to identify
microorganisms present in canine eyes affected by ulcerative keratitis, and to verify the profile of
resistance to available antimicrobial drugs. For this purpose, the samples were collected, identified by
MALDI-TOF and submitted to the antimicrobial susceptibility test by disc diffusion. Eighty-eight dogs
affected by ulcerative keratitis were evaluated, of which 51.81% (43/88) were female and 48.19%
(40/88) male, aged between 6 months and 14 years; being 60.24% (50/88) brachycephalic. Of the 83
eyes evaluated, 90.36% (75/88) had a positive culture. Of all the samples identified (90), the Gram-
positive corresponded to 63.33% (57/90) and the Gram-negative 36.66% (33/90), predominating the
genus Staphylococcus, 35.55% (32/90) and Pseudomonas aeruginosa, 15.55% (14/90).
Staphylococcus spp. showing resistance to penicillin (89.29%), sulfadiazine and trimethoprim (60.71%)
and tetracycline (67.86%), while doxycycline (88.89%), cefotaximine (85.71%), chloramphenicol
(82.14%) and gentamicin and moxifloxacin (78.57%) corresponded to the highest sensitivity rate.
Pseudomonas aeruginosa was sensitive (100%) to gentamicin and imipenem, and resistant (8.33%) to
norfloxacin, ciprofloxacin and cefepime. Likewise, the Enterobacteriaceae family was more sensitive to
amikacin and gentamicin (88.89%), imipeem (88.24%) and levofloxacin (87.50%) with a marked
resistance to amoxicillin with clavulanate (50%). and cefazolin (47.06%). Showing multidrug resistance
of the strains in 23.33% (21/90) of the isolates. The species most commonly isolated in cases of
ulcerative keratitis in dogs are Staphylococcus pseudintermedius and Pseudomonas aeruginosa,
however there are several species isolated in this condition, demonstrating a diversity of the ocular
microbiota capable of promoting infection. There is a high rate of resistance and multidrug resistance
associated with ulcerative keratitis, mainly amoxicillin, ampicillin, penicillin, sulfadiazine and
trimethoprim and tetracycline, however, positively, these strains showed sensitivity to antimicrobials

commonly used in veterinary ophthalmology, such as doxycycline, tobramycin and gentamicin.

Keywords: antimicrobial, dog, cornea, microorganisms and One Health.
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CAPITULO 1. Considerac6es Gerais

1. INTRODUCAO

Ocorréncias oculares sdo capazes de levar a injaria reversivel ou irreversivel
do sistema visual, entre elas, evidencia-se a ceratite ulcerativa, quadro emergencial
capaz de promover dor e perda da acuidade visual dos cdes. Os caes portadores da
sindrome ocular dos braquicefélicos séo predispostos ao desenvolvimento da ceratite
ulcerativa devido a alteracdes anatdmicas comumente encontradas, as quais sédo de
etiologia conhecida, como o macrobléfaro, a presenca de alteracbes palpebrais
(entrépio e ectropio), anormalidades ciliares (distiquiase, triquiase e cilio ectopico) e
a presenca de prega nasal exuberante.

O tratamento das ceratites ulcerativas envolve o uso obrigatorio de agentes
antimicrobianos, uma vez que a microbiota ocular é capaz de promover infeccdo do
leito da leséo, e assim evitar ou retardar a progressao da doenga para casos graves
de ceratomalacia e/ou perfuracdo ocular. Contudo, o uso indiscriminado de
antimicrobianos ou a nao realizacéo de cultura para a identificacdo do microrganismo
e avaliacdo da suscetibilidade antimicrobiana podem contribuir com surgimento de
resisténcia bacteriana em inUmeras doencgas.

Além disso, tais consequéncias podem ser amplificadas e intensificadas com
uso indevido e excessivo dos principios ativos disponiveis no mercado, 0s quais sao
rotineiramente prescritos na medicina humana e veterinaria. Observa-se também a
crescente identificacdo de cepas multirresistentes, presentes até mesmo em infeccées
simples, sendo ameaca a saude humana e veterindria, 0 que torna desafiador o
tratamento de qualquer acometimento clinico e oftdlmico. Sendo assim, € de extrema
importancia compreender a prevaléncia e o perfil de resisténcia dos microrganismos
antes da prescricdo medicamentosa, de modo que esta seja adequada e assertiva
para cada caso.

Dessa forma, objetivou-se com o presente trabalho avaliar a prevaléncia dos
microrganismos em olhos de caes acometidos por ceratite ulcerativa, em diversos
estagios de evolucéo, e o perfil de resisténcia diante dos principios antimicrobianos

disponiveis na medicina veterinaria.



2.  REVISAO DE LITERATURA

2.1. Cébrnea

A coOrnea € uma das estruturas que compde a tunica fibrosa do olho, é
transparente por conta da auséncia de vasos sanguineos, pigmentacdo e
queratinizacdo epitelial. Ela possui uma rede de colageno estromal extremamente
organizada e fibras coldgenas de pequeno diametro, que também contribuem com a
transparéncia (GOLDMAN et al., 1968; WHITLEY; HAMOR, 2021). A principal fungéo
da cornea esta intimamente relacionada com a refracdo da luz, cuja transparéncia
permite que a luz atravesse com qualidade e quantidade suficiente para a formacgéo
da imagem junto a retina (WHITLEY; HAMOR, 2021). Histolégicamente, ela €&
composta por quatro camadas, sendo elas o epitélio corneano, o estroma, a
membrana de Descemet e 0 endotélio (NAUTSCHER et al., 2016).

O epitélio € do tipo pavimentoso, estratificado escamoso e ndo queratinizado,
composto por células basais, aladas e escamosas; e em carnivoros ele € menos
espesso que em herbivoros (MILLER, 2017; NAUTSCHER et al. 2016). Abaixo dele,
ha a membrana basal, uma estrutura que permite a adeséo do epitélio ao estroma
pela presenca de hemidesmossomos e fibras colagenas (MEEKINS, 2021). O epitélio
possui um conjunto de proteinas como as citoqueratinas, que sao essenciais para a
manutencao da integridade epitelial (SUNDSTROM, 1994), além de possuir um ciclo
constante de renovacao, onde a proliferacéo de células na camada basal e a migracéo
centripeta de células tronco do limbo substituem as células que descamam na
superficie (CENEDELLA; FLESCHNER, 1990).

O estroma, por sua vez, compreende a maior parte da espessura total da
cornea, constituido por agua, fibrilas de colagenos do tipo | e tipo V, ceratdcitos,
nervos e componentes da matriz extracelular como o0s proteoglicanos e
glicosaminoglicanos (MAGGS et al.,, 2017; KIERSZENBAUM, TRES., 2019). O
estroma permanece em relativo estado de desidratacdo, a deturgéncia, esse processo
ocorre devido a alta afinidade dos glicosaminoglicanos pela agua (NAUTSCHER et
al., 2016; WHITLEY; HAMOR, 2021). O epitélio e o endotélio sdo as estruturas

responsaveis por esse processo; quando integros, sao capazes de utilizar de



mecanismos como, bombas fisioldgicas e canais especializados, as aquaporinas, para
realizar a remoc¢ao da agua no estroma através da movimentacao de ions (ARNDT et
al., 2001; KARASAWA et al., 2011; NAUTSCHER et al., 2016; WHITLEY; HAMOR,
2021).

As fibras colagenas presentes no estroma sao principalmente as do tipo | e V,
e 0 espacamento das fibrilas é um dos principais fatores para a manutencdo da
transparéncia corneana (MEEKINS, 2021). Os ceratécitos, sdo as células
responsaveis pela formacdo e manutencdo das lamelas de coldgeno da matriz
extracelular no estroma, produzindo um conglomerado de glicoproteinas, sulfato de
condroitina e sulfato de queratan, os quais proporcionam a caracteristica hidrofilica
desta porcao da cornea (KIERSZENBAUM; TRES, 2019).

Na camada mais profunda, a membrana de Descemet e o endotélio formam
uma linha fina e densa (FAMOSE et al. 2014), a membrana € uma estrutura de
propriedades elasticas (MEEKINS, 2021). O endotélio entdo, € a camada mais interna
da cornea, constituido por uma camada unicelular e tem como principal funcéo a
manutencao da deturgéncia. As células do endotélio possuem numerosas organelas
como as mitocondrias e o0s reticulos endoplasmatico liso e rugoso, que sé&o
responsaveis pela producdo energética; elas sdo nutridas pelo humor aquoso,
enquanto outras por¢cdes da cornea sao nutridas pelo filme lacrimal, atmosfera, e
capilares provenientes do limbo e da conjuntiva (MEEKINS, 2021).

A inervacdo da coérnea é um fator importante para a manutencao da estrutura
bem como para a protecdo contra possiveis traumas, uma vez que ela € uma barreira
do organismo em relacdo ao ambiente (BURTON, 1992). Do nervo trigémeo (V par de
nervo craniano) saem ramificagdes nervosas como, 0S troncos nervosos estromais da
cOrnea, plexo nervoso sub-epitelial e sub-basal (CHANG-LING, 1989; MARFURT
2001). Perdas estruturais podem ser provocadas por lesdes, traumas e infecgoes,
sendo a ceratite ulcerativa uma das principais afec¢cdes que afetam a cérnea em

diferentes proporc¢oes.

2.2. Ceratites ulcerativas em caes



As ceratites ulcerativas sdo ocorréncias comumente observadas na pratica
clinica da oftalmologia veterinaria. Elas consistem na perda da camada epitelial da
cornea e de porcdes varidveis do estroma, provocando desconforto ocular intenso,
com a possibilidade de perda visual temporaria ou permanente do paciente, se ndo
for reconhecida e tratada (ACOSTA et al., 2014; O'NEILL et al., 2017). Alguns fatores
predisponentes podem estar correlacionados a etiologia das ceratites ulcerativas,
como idade, obesidade e ra¢a, bem como a doencas sistémicas associadas, além de
anormalidades palpebrais (entrépio e ectrépio), lagoftalmia, anormalidades cilares
(triquiases, distiquiases e cilios ectopicos) ceratoconjuntivite seca, corpos estranhos
e/ou traumas (CHIDAMBARAM et al., 2007; WHITLEY; HAMOR, 2021; JAMES-
JENKS et al., 2023).

As Ulceras sdo classificadas de acordo com a perda tecidual que elas
apresentam, desta maneira, a ceratite ulcerativa pode ser superficial, estromal,
ceratomalacea, descemetocele e perfuracdo ocular (WHITLEY; HAMOR, 2021).

A ceratite ulcerativa superficial ocorre quando ha perda do epitélio corneano,
quadro clinico capaz de gerar dor intensa, devido a maior densidade de nervos que
existem nessa camada da cornea. S&o danos simples que geralmente cicatrizam em
até sete dias, salvo complicacbes como infeccdo bacteriana ou defeito epitelial
corneano espontaneo crénico (HEIDI et al., 2013; BELKNAP, 2015).

A ceratites estromais cursam com a perda do epitélio e por¢cbes variaveis do
estroma, que de acordo com a porcentagem de perda estromal, podem ser
intermediarias ou profundas, usualmente a ocorréncia delas advém de uma
progressao da ceratite ulcerativa superficial comumente acompanhadas por infeccao
bacteriana. (TSVETANOVA et al. 2021; SUTER et al. 2018). Esses quadros
demandam tratamento imediato, assertivo e exaustivo para controlar o quadro e
prevenir as complicacdes (WHITLEY; HAMOR, 2021). S&o ulceras que podem evoluir
negativamente para um quadro de queratomalacia, que usualmente acontece devido
a degradacdo acentuada da matriz extracelular estromal e desequilibro enzimatico
entre as proteases, como as colagenases, elastases, metaloproteinases, catepsinas
e os inibidores de proteinases, as quais atuam em corrigir infimas opacidades
ocasionadas por desorganizagdo quando necessaria, mantendo-a transparente
(OLLIVIER et al. 2015; GUYONNET et al., 2020). Alguns microrganismos sao capazes
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de promover esse quadro por produzirem e liberarem estas mesmas enzimas
(MATSUMOTO et al. 2004).

A descemetocele, por sua vez, é uma leséo profunda da cérnea, onde ha perda
total de epitélio e estroma corneano. Desta maneira, expbe a membrana de descemet,
gue apesar de ser resistente e elastica pode se romper, com a iminéncia de perfuracéo
corneana (HEIDI et al., 2013). A caracteristica hidrofébica da membrana de Descemet
nao permite que ocorra impregnacdo dessa camada pelo corante de fluoresceina, o
que auxilia no reconhecimento dessa condicao clinica durante o exame oftalmoldgico,
em que se evidencia uma fina membrana de aspecto escurecido no fundo do defeito
corneano, ou como uma bolha projetada para o0 meio externo devido a presséo
intraocular (SLATTER, 2005; SAMPAIO et al., 2017).

A ocorréncia de uma lesdo de espessura total causa a perfuracdo ocular,
provocando entdo a perda de humor aquoso, reducédo ou colapso da camera anterior,
perda do diametro pupilar, sinequia anterior e prolapso de iris. Tais alteracdes sao
considerados quadros graves, 0s quais podem evoluir para endoftalmite e perda
permanente da visdo do animal (AMORIM et al., 2018).

2.3. Microbiota ocular e tratamento em quadros de ceratite ulcerativa

A microbiota ocular, assim como a microbiota de outras regides do corpo
(VANGRINSVEN, 2021; SUCHODOLSKI, 2022), consiste em um conjunto de
microrganismos que vivem de maneira comensal, sendo importantes para a
manutenc¢ao da integridade ocular bem como evitar o crescimento excessivo de outros
microrganismos considerados patogénicos (ARMSTRONG, 2000).

A presenca desse conjunto de bactérias depende de diversos fatores, entre
eles, localizacdo geografica, clima, locais de amostragem, tratamento prévio com
antimicrobiano e estagio evolutivo do agravo (PRADO et al., 2005; TOLAR et al 2006;
SUTER et al., 2018). O potencial da microbiota em promover a contaminacéo do leito
da ceratite ulcerativa depende de condi¢cdes como o estado imunoldgico do paciente,
a viruléncia e a presenca de outros agentes (WHITLEY, 2021; JAMES-JENKS et al.,
2023); uma vez que a cornea em condi¢cdes normais, € capaz de prevenir a infeccao

por mecanismos anatdmicos, imunolégicos e microbioldgicos (LEDBETTER et al.,
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2013). Tendo essa discussdo como base, sugere-se que a infeccdo das Ulceras
corneais resulta da presenca da microbiota ocular (AUTEN et al., 2019).

Diversas sao as causas que podem influenciar a infecgcdo pela microbiota
ocular, como também a prevaléncia de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
destacando o Staphylococcus spp., 0 Streptococcus spp. e o Bacillus spp. (PRADO et
al., 2005; HINDLEY et al., 2016; TSVETANOVA et al., 2021) e a Pseudomonas
aeruginosa, respectivamente; sendo o Staphylococcus spp. e a Pseudomonas
aeruginosa as espécies mais prevalentes (VERDENIUS et al., 2022). Tais
observacdes sao visualizadas inclusive em oftalmopatias humanas (FREITAS. et al.
2022). No entanto, a presenca de bactérias Gram-negativas comensais de outros
locais, como por exemplo, o trato intestinal também é descritas e comumente
associado com quadros graves desse acometimento (TSVETANOVA et al., 2021)

Quando a infeccdo se inicia, para um tratamento bem-sucedido é necessario o
uso apropriado do antimicrobiano, que deve ser escolhido baseado na cultura e em
testes de suscetibilidade a antibioticos (LEDBETTER et al., 2013; Whitley; Hamor
2021). Contudo, no periodo entre a coleta da amostra e a disponibilidade dos
resultados, a conduta clinica adotada é a administracdo de um antimicrobiano de
amplo espectro para possivel controle da infec¢do. Entretanto, o uso de
antimicrobianos ineficazes podem contribuir para a evolucdo de quadros complexos
de dificil manejo que, quase sempre, incitam o surgimento de resisténcia bacteriana
(PAPICH et al., 2013).

A abordagem clinica e a prescricdo de antimicrobianos podem variar, sendo a
monoterapia antimicrobiana a conduta escolhida para os casos de Ulceras simples e
superficiais. O uso combinado com mais de um principio ativo ocorre quando ha
quadros de lesbes ulcerativas graves, ou seja, com sinais aparentes de infeccéo
(GUYONNET et al., 2020).

2.4. Resisténcia bacteriana

A resisténcia bacteriana aos principios ativos existentes € um problema e uma
preocupacao recorrente na oftalmologia veterinaria, face a diversidade de bactérias

patogénicas e ndo patogénicas, e o0 impacto na saude unica. Por isso, 0
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monitoramento do perfil de resisténcia € de extrema importancia, uma vez que serve
como indicador epidemioldgico e terapéutico no controle das infec¢des e das ceratites
ulcerativas, além de prevenirem diversas situagfes de riscos, como a infec¢do por
bactérias multirresistentes ao homem (SOIMALA et al., 2020).

A resisténcia bacteriana aos antimicrobianos ocorre em escala mundial e, em
sua maioria, devido aos variados mecanismos de mutacdes genéticas das bactérias,
representando um risco importante na resolucao de quadros de infec¢des sistémicas
(VENTOLA. 2015). Por certo, varios sao os fatores capazes de contribuir com a
resisténcia bacteriana entre patdégenos oculares, como, prescricdo empirica de
antibioticos e exposi¢do curta e repetida a antimicrobianos, que sao identificados
como contribuintes para a resisténcia de patdgenos oculares e por alterar a microbiota
ocular (DAVE. 2013). MEDICINA INTEGRATIVA

Sendo assim, observa-se que a suscetibilidade aos antimicrobianos do género
Staphylococcus é variavel, e comumente podemos observar que cepas resistentes
sdo selecionadas ap6s o uso de antimicrobianos sem a utilizagdo de cultura e
antibiograma, porque sdo capazes de promover um frequente desenvolvimento e
rapida disseminacao de resisténcia. E possivel observar cepas de Staphylococcus sp.
resistentes a diversos principios ativos, bem como a poliximixina B e cefalotina
(Jeremy et al., 2020), e conferir inclusive altas taxas de resisténcia a fluorquinolonas
como a ciprofloxacina (FREITAS et al., 2022).

Em um estudo humano, a taxa de resisténcia de S. aureus isolados é ainda
mais alarmante, conferindo alta resisténcia in vitro a diversos principios como
azitromicina, ciprofloxacina e meticilina, e menores taxas a outros antimicrobianos
como a tobramicina, clindamicina, cloranfenicol, trimetropim e tetraciclina (THOMAS
et al., 2019). Em concordancia a estes resultados, outro estudo evidenciou que
microrganismos Gram-positivos que foram submetidos a teste com a vancomicina se
apresentaram sempre susceptivel ao antimicrobiano, enquanto os Gram-negativos
foram sensiveis da mesma maneira a amicacina (FREITAS et al., 2022).

Em estudo de Thomas et. al (2019) o monitoramento de resisténcia bacteriana
em superficies oculares observou altos niveis de resisténcia a antimicrobianos que
sao comumente usados, principalmente entre os isolados de Staphylococcus sp. onde

pouco menos da metade eram resistentes a meticilina. Em analise a resisténcia de
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diversos antimicrobianos, observou-se que aproximadamente dois em cada cinco
isolados de Staphylococcus sp. e aproximadamente trés em cada quatro isolados de
Staphylococcus aureus resistentes a meticilina (MRSA) ou Staphylococcus coagulase
negativa resistentes a meticilina (MRCoNS) foram resistentes in vitro a trés ou mais
classes de antibioticos.

O surgimento de cepas de Pseudomonas sp. resistentes a fluorquinolonas
também tem sido uma constante preocupacao tanto na medicina humana como na
veterinéria. Oldenburg e colaboradores (2013) constataram que a proporcédo de
organismos resistentes se elevou de 19% para 52% em dois anos, e notaram que a
cada ano, ha um aumento de duas vezes nas chances da obtencédo de um isolado de
Pseudomonas sp. resistente a fluorquinolonas.

Mesmo que ocorram semelhangas entre a investigacfes, ainda assim ha
diferencas consideraveis na prevaléncia e suscetibilidades bacterianas em todo o
mundo, inclusive diferencas entre regibes geograficas em um mesmo pais (PRADO,
2005; AUTEN et al., 2020). Sendo assim, uma avaliagao direcionada das populacdes
locais ou regionais é importante para que se possa determinar 0s agentes e a
suscetibilidade antimicrobiana dos microrganismos, visto que o uso indiscriminado de
principios ativos pode comprometer a terapia farmacoldgica adotada, independente

da ocorréncia e da gravidade de cada caso (HEWITT et al., 2020).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Isolar e identificar microrganismos coletados de ceratites ulcerativas de caes e
determinar perfil de susceptibilidade destes aos principios antimicrobianos disponiveis

para o uso veterinario.
3.2. Objetivos Especificos

- Isolar e identificar os microrganismos presentes em ceratites ulcerativas de

caes;
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- Determinar o perfil de resisténcia dos microrganismos encontrados a
antimicrobianos disponiveis e utilizados na medicina veterinaria;

- Correlacionar a incidéncia da Ulcera de cOrnea com as racas e idades;
(gréfico)

- Avaliar a correlacdo entre o perfil microbiano e as diferentes regides

geograficas amostradas, Aracatuba-SP e Jaboticabal-SP.
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CAPITULO 2. Prevaléncia e resisténcia bacteriana em isolados de ceratites
ulcerativas em caes.

Pamella Almeida Freire Casemiro'*, Alexandre Lima de Andrade?, Marita Vedovelli Cardozo?®,
Romario Alves Rodrigues®, Jaqueline Alves da Silval, Marcia Marinho®, Alessandra Figueiredo
de Castro Nassar*, Vanessa Castro?, lvan Ricardo Martinez Padua?', Paola Castro Moraes*

Departamento de Clinica e Cirurgia Veterinaria, FCAV, UNESP, Jaboticabal, Brasil.
2Departamento de Clinica Cirurgia e Reproducéo Animal, FMVA-UNESP, Aracatuba, Brasil.
3Departamento de Ciéncias Biomédicas e Salude, UEMG, Passos, Brasil

“Centro de Pesquisa e Desenvolvimento em Sanidade Animal- Laboratério de Bacteriologia
Geral. Instituto Bioldgico, S&o Paulo, Brasil

° Departamento Producéo e Saude Animal, FMVA, UNESP, Aracatuba, Brasil.
®Departamento de Patologia, Reproducéo e Salde Unica, FCAV, UNESP, Jaboticabal, Brasil.
* Autor correspondente. Endereco de e-mail: pamella.casemiro@unesp.br

Resumo: RESUMO - Ceratite ulcerativa € um quadro ocular comum em caes que pode
resultar em diminuicdo ou perda total da visdo quando n&o séo tratadas adequadamente. O
uso inadvertido de antimicrobianos € um risco a saude Unica por incitar a resisténcia e
multirresisténcia bacteriana. Portanto, o isolamento e a identificacdo dos microrganismos, e a
avaliacdo da susceptibilidade antimicrobiana sdo essenciais para o tratamento adequado. O
objetivo desse estudo foi identificar microrganismos presentes em olhos caninos acometidos
por ceratites ulcerativas, e verificar o perfil de resisténcia aos farmacos antimicrobianos
disponiveis. Para tanto as amostras foram colhidas, identificadas por MALDI-TOF e
submetidas ao teste de suscetibilidade antimicrobiana por disco difusdo. Foram avaliados 88
cdes acometidos por ceratites ulcerativas, destes, 50% (44/88) eram fémeas e 50% (44/88)
machos, com idades entre 6 meses e 14 anos; sendo 74,48% (50/83) braquicefalicos. Dos 88
olhos avaliados, 90,90% (80/88) tiveram cultura positiva, em que 11,33% (10/88) das
amostras isolaram-se mais de uma espécie de bactéria. De todas as amostras foram
identificadas (90), as Gram-positivas corresponderam a 63,33% (57/90) e as Gram-negativas
36,66% (33/90), predominando o género Staphylococcus spp., 35,55% (32/90) e
Pseudomonas aeruginosa, 15,55% (14/90). Staphyloccocus spp. apresentando resisténcia a
penicilina (89,29%), a sulfadiazina e trimetropim (60,71%) e a tetraciclina (67,86%), enquanto
a doxiciclina (88,89%), a cefotaximina (85,71%), o cloranfenicol (82,14%) e a gentamicina e o
moxifloxacino (78,57%), corresponderam a maior taxa de sensibilidade. Pseudomonas
aeruginosa foi sensivel (100%) a gentamicina e ao imipenem, e resisténcia (8,33%)
norfloxacino, ciprofloxacino e cefepima. Da mesma aneira a familia Enterobactereacea mais
sensiveis a amicacina e gentamicina (88,89%), ao imipemem (88,24%) e ao levofloxacino
(87,50%) com uma resisténcia acentuada em relagdo a amoxicilina com clavulanato (50%) e
a cefazolina (47,06%). Evidenciando multirresisténcia das estirpes em 23,33 % (21/90) do
isolados. As espécies mais comumente isoladas em quadros de ceratite ulcerativa de caes
séo Staphylococcus pseudintermedius e a Pseudomonas aeruginosa, no entanto diversas sdo
as espécies isoladas nesse acometimento, demostrando uma diversidade da microbiota
ocular capaz de promover infeccdo. Ha alta taxa de resisténcia e multirresisténcia associada
ao quadro de ceratite ulcerativa, principalmente, a amoxicilina, a ampicilina, a penicilina, a
sulfadiazina e trimetropim e a tetraciclina, no entanto, positivamente, essas cepas
apresentaram sensibilidade a antimicrobianos usados comumente na oftalmologia veterinaria,
como a doxiciclina, tobramicina e gentamicina.

Palavras-chave: Cao, cGrnea, microorganismos, antimicrobianos e One health.
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1. INTRODUCAO

Diversas doencas sdo capazes de acometer a saude ocular dos cées, como
conjuntivites, glaucoma, uveites, catarata. As ceratites ulcerativas, também sdo um
importante motivo da perda da acuidade visual em cédes.!”’ As ceratites ulcerativas
podem estar relacionadas a diversos fatores de predisposicéo (raca, idade e peso) e
etiologias, como doencgas sistémicas, anormalidades palpebrais, alteragcbes ciliares,
diminuicdo da producdo e qualidade lacrimal, traumas e presenca de corpos
estranhos.814

A superficie ocular, semelhantemente a outras partes do corpo, possui uma
microbiota que vive em harmonia,'® que pode variar devido a diversos fatores, como
localizacdo geografica, clima, tratamento prévio com antimicrobiano e estagio
evolutivo da enfermidade.'®*® Da mesma maneira, o potencial da microbiota de
proporcionar a contaminacéo da Ulcera de cérnea depende de fatores como estado
imunoldgico do paciente, viruléncia do agente microbiano e presenca de outros
patégenos.1920

Ainda assim, existe concordancia sobre existir uma prevaléncia maior de
bactérias Gram-positivas em relacdo as bactérias Gram-negativas na microbiota
ocular,8.20-22sendo o isolado mais comum Staphylococcus sp.,2%23 seguido por outras
bactérias como Streptococcus spp. e Bacillus spp..162* Qutra anuéncia da literatura é
o isolamento de Pseudomonas aeruginosa, principal bactéria Gram-negativa
frequentemente isolada em olhos caninos.'®2%24 Desta forma, a literatura tem
evidenciado a importancia dos microrganismos comensais na ocorréncia dessas
infecgdes, e a tendéncia da evolucéo do agravo para casos graves.?!

O tratamento da ceratite ulcerativa envolve o uso de agentes antimicrobianos,
25,26 assim a identificacdo do agente etiolégico é um fator essencial para a eficacia do
tratamento.?* O uso indiscriminado de agentes antimicrobianos associado a falta de
exames microbiologicos, bem como a defasagem da identificagédo dos microrganismos
tem contribuido para resisténcia bacteriana.?’-?° Consequentemente, o aparecimento
de cepas multirresistentes tém se tornado comum na medicina humana e veterinaria,
dificultando o tratamento de pacientes criticos, e sendo também um problema

crescente e desafiador a Saude Unica. 3035
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Assim, objetivou-se com esse estudo identificar os microrganismos presentes
em cdes com ceratite ulcerativa em diversos estagios de evolucdo, bem como
caracterizar fenotipicamente os isolados bacterianos e avaliar a resisténcia bacteriana

frente aos principais antimicrobianos disponiveis para 0 uso veterinario.

2.  MATERIAL E METODOS

2.1. Aspectos Eticos

Este estudo foi submetido & Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da

FCAV-Unesp, Campus de Jaboticabal — SP, e aprovado pelo protocolo 3392/22.

2.2. Obtencédo das amostras

As amostras para a realizacdo deste estudo foram obtidas por meio de swab
estéril, em regido de saco conjuntival de cdes, mantido em meio de transporte Stuart.

Estes pacientes eram provenientes da rotina de atendimentos em servigco
especializado de oftalmologia veterinaria dos hospitais veterinarios nas cidades de
Aracatuba-SP (FMVA) e Jaboticabal-SP (FCAV) da Universidade Estadual Paulista —
UNESP.

Como critério de inclusdo, selecionaram-se pacientes com presenca de ceratite
ulcerativa confirmada pelo teste de tingimento da fluoresceina, de diferentes graus de
progressado (superficial, estromal, descemetocele, ceratomalacia ou perfuracédo
ocular), além de presenca de sinais de envolvimento bacteriano (exsudato

mucopurulento, infiltrado celular estromal e/ou progressao do quadro).

2.3. Cultivo, Isolamento e identificagdo por MALDI-TOF

No laboratorio de Microbiologia Veterinaria, as amostras foram transferidas
para meio Brain Heart Infusion Broth (Kasvi®) e incubadas a 37°C por 24 horas. Em

seguida, as colbnias foram submetidas ao teste morfotintorial diferencial de Gram e
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microscopia. A confirmacéo da espécie das amostras foi realizada por meio da técnica
de espectrofotometria de massa, com o equipamento MALDITOF Biotyper (Bruker
Daltonics). O protocolo utilizado para preparo das bactérias para realizagdo da técnica
foi de acordo com o estabelecido por Freiwald e Sauer (2008 e 2009). Para realizacao
da técnica, foi necessaria a prévia purificacdo das amostras, utilizando-se etanol 100%
(PA), acido formico 70% e acetonitrila pura.

Em seguida, uma aliquota de cada amostra previamente purificada, foi
transferida para a placa alvo “BC” de ago polido “MSP 96" (Microflex LT, Bruker
Daltonics/ BD, Alemanha, EUA) e, ap6s a 1 minuto para rapida secagem, foi
adicionada a matriz [acido aciano-4- hidroxicinamico (HCCA)]. Posteriormente, os
espectros de massa resultantes foram analisados e comparados com os espectros de
referéncia. A identificacdo bacteriana quanto ao género e espécie foi analisada de
acordo com valores em escores: se o valor do escore resultante fosse entre 2.300-
3.000, indicava que a amostra possuia alta probabilidade de ser a espécie identificada;
valores entre 2.000- 2.299, a identificagdo do género foi segura e a espécie, provavel;
valores entre 1.700- 1.999, somente a identificacdo do género foi provavel; e valores
entre 0,000-1.699, sugere que a identificacdo ndo foi confiavel, pois indica provavel

contaminac¢ao da amostra.

2.4. Teste de disco difusao

O teste de susceptibilidade a antimicrobianos foi realizado pelo método de disco
difusé@o estabelecido por Bauer et al. (1966). Os in6culos foram preparados em tubos
contendo 3 mL de solucdo salina 0,85%, e ajustado quando a turbidez por
espectrofotometria “BioPhotometer Plus, OD600nm” a 0,1 a 0,2 nm. Posteriormente,
esse inoculo foi semeado com auxilio de um swab estéril em placas contendo Mueller-
Hinton Agar (Kasvi®) e logo ap6s, foram adicionados nessa placa os discos contendo
0s principios ativos de antimicrobianos selecionados (Quadro 1). As placas foram
incubadas em estufa a 37°C por 24 horas e, posteriormente, os halos de inibi¢cdo foram
medidos e classificados como sensiveis, resistentes ou de sensibilidade intermediaria,
utilizando os parametros adotados pelo Clinical & Laboratory Standards Institute
(CLSI, 2023).
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Quadro 1. Classificacdo dos antimicrobianos selecionados para a realizacdo do teste

de disco difusdo

Classe

Sub-Classe

Agentes antimicrobianos

Aminoglicosideos

Amicacina

Gentamicina

Neomicina

Tobramicina

Cefalosporinas

1° Geracao

cefadroxila

Cefalexina

Cefalotina

Cefazolina

2° Geragao

Cefoxitina

3° Geragao

Ceftiofur

Ceftriaxona

Cefotaxima

4° Geragao

Cefepima

Carbapnem

Imipenem

Penicilina

Ampicilina

Amoxicilina

Amoxicilina com clavulanato de potassio

Oxalacina

Penicilina G

Cloranfenicol

Cloranfenicol

Lincosamina

Clindamicina

Fluorquinolonas

2° Geragao

Ciprofloxacino

Enrofloxacino

Norfloxacino

Ofloxacino

3° Geragao

Levofloxacino

Moxifloxacino

Inibidores de folato

Sulfadiazina e Trimetropim

. Doxiciclina
Tetraciclina

Tetraciclina

Polimixina Polimixina B

Nitroimidazolicos

Metronidazol
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2.5. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram previamente submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-
Wilk. Como todos os dados testados apresentaram distribuicdo nao-paramétricas,
utilizou-se o teste de Wilcoxon para o teste de hipoteses.

A Analise de Componentes Principais (PCA) foi utilizada para testar similaridade
dos grupos com e sem tratamento prévio em relacdo as espécies de Bactérias
identificadas. Ademais, também se utilizou a PCA para analisar a similaridade dos
grupos de animais de cada cidade (Jaboticabal e Aracatuba) com relacéo as espécies
de bactérias. A PCA é um dimensionamento grafico no qual o agrupamento dos
individuos dos grupos amostrais é feito por similaridade. Os célculos estatisticos foram
realizados por meio do programa de software R® (versao 4.2.2, 2022), com nivel de
significancia de 95% (p < 0,05).

3. RESULTADOS

Foram avaliados 88 cédes acometidos por ceratites ulcerativas (88 olhos).
Desses, 50% (44/88) eram machos e 50,00% (44/88) eram fémeas, com idades entre
seis meses e 14 anos. Os caes braquicefalicos (67,05%) representaram a maior parte
da populacdo estudada (59/88), sendo a raca Shih-tzu (66,10%) a mais
frequentemente observada (39/59) (Apéndice 1.). E nesses animais, a gravidade da
infeccdo apresentou significancia estatistica quando testada a hipotese de que
dependendo da raca (braquicefalico e ndo braquiceéfico) a infeccdo nos animais
braquicefalicos apresentaram quadros de maior gravidade (p valor = 0,01). No
entanto, ndo houve significancia estatistica quando relacionada a faixa de idade dos
animais (p valor = 0,89) e a gravidade da infeccao.

Durante o exame oftalmologico dos cées, notaram-se quadros de ceratites
ulcerativas em diversos estagios de evolucédo e, dos 88 olhos avaliados e amostras
coletadas, 90,90% (80/88) tiveram cultura positiva, enquanto em 9,10% (8/88), néo se
observou crescimento. Das amostras que apresentaram cultura positiva, 11,33%
(10/88) apresentaram mais de uma espécie de crescimento bacteriano, totalizando

assim 90 espécies diferentes isoladas.
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De todas as amostras identificadas (90), as bactérias Gram-positivas
corresponderam a 63,33% (57/90) e as Gram-negativas 36,67% (33/90),
predominando o género Staphylococcus spp., 35,55% (32/90) e a espécie
Pseudomonas aeruginosa, 14,44% (13/90) (Tabela 1).

Tabela 1. Distribuicdo de microrganismos bacterianos em relacdo ao tipo de ceratite

ulcerativa.

Ceratites (n)

Superficial
Estromal
Descemetocele
Ceratomalacia

Bactérias (n)

N
N
w

Staphylococcus pseudintermedius

= w | Perfuracdo ocular

Staphylococcus delphini
Staphylococcus hominis
Staphylococcus epidermidis

Staphylococcus aureus

N N N P W ©

Enterococcus faecalis
Enterococcus irae 1
Enterococcus avium

Streptococcus canis

Gram-positivas (57)

1

1
Streptococcus minor 1 1
Micrococcus luteus 2
Bacillus cereus 1
Corinebacterium auriscanis 1
Aerococcus viridans

Glutamicibacter creatinolyticus

Pseudomonas aeruginosa 5 4 1 2

B Wk R

Klebisiella pneumoniae 311 1
Enterobacter cloacae 1 1
Enterobacter cancerogenus 1

Eschechia coli 2 1 3

Gram-negativas (33)

Proteus mirabilis 1 1

Cronobacter sp. 1
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Destaca-se a diferenca entre o perfil epidemiolégico das bactérias presentes
nessas lesbes entre as duas cidades avaliadas (Figura 1.), onde, os isolados de
Klebsiella pneumoniae, Streptococcus spp. foram vistos apenas em Jaboticabal, e
mesmo que nas duas localidades tenha sido isolado Pseudomonas aeruginosa e
enterococcus spp., as estirpes foram isoladas mais comumente em Jaboticabal,
igualmente as cepas de Enterococcus sp., enquanto os isolados de E. coli foram

observados na cidade de Aragatuba.



W Enterobacter cloacae

W Escherichia coli

W Klebisiella pneumoniae
Proteus mirabilis

B Pseudomonas aeruginosa

W Bacillus cereus

W Corinebacterium auriscanis
Enterococcus avium

B Enterococcus faecalis
Enterococcus irae
Glutamicibacter creatinolyticus
Micrococcus luteus

B Staphylococcus aureus

B Staphylococcus delphini
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus pseudintermedius

W Streptococcus canis
Streptococcus minor

W Citrobacter koseri

B Cronobacter sp

M Enterobacter cancerogenus
Enterobacter cloacae

B Escherichia coli
Proteus mirabilis

W Pseudomonas aeruginosa

W Aerococcus viridans

W Bacillus cereus
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W Staphylococcus aureus
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Staphylococcus pseudintermedius
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Figura 1. (H1) Distribuicdo das diferentes espécies bacterianas isoladas no hospital
veterinario “Governador Laudo Natel, Jaboticabal — SP” (H2) Distribuigdo
das diferentes espécies bacterianas isoladas no hospital veterinério “Luiz

Quintiliano de Oliveira, Aracatuba — SP”



29

No entanto, em analise (PCA) podemos verificar que as espécies de bactérias
encontradas nos de animais das cidades de Jaboticabal e Aracatuba apresentam
similaridade, como demonstrado em Figura 2., onde podemos observar que a
interseccéo das elipses dos grupos de animais de Jaboticabal (H1 — Groups 1) e
Aracatuba (H2 - Groups 2), indicando similaridade nas espécies de bactérias isoladas

nas cidades.

Dim1 (34.8%)

Figura 2. Figura 2. Grafico da principal componente analise (PCA). As elipses nas
cores verde e vermelha representam os grupos de animais da cidade de
Jaboticabal (grupo 1 verde) e cidade de Aracatuba (grupo 2 vermelho). Os
nameros representam animais dos grupos amostrais.

Dos isolados do género Staphylococcus, a espécie Staphylococcus
pseudintermedius foi 0 mais prevalente, isolado em 68,75% (22/32) dos casos (Figura
3), seguido por Staphylococcus delphini, 12,50% (4/32), Staphylococcus epidermidis
9,38% (3/32), Staphylococcus aureus 6,25% (2/32) e Staphylococus hominis 3,13%
(1/32) dos isolados.

Quanto ao teste de disco difusdo para o género Staphylococcus, foram
observados o0s seguintes resultados: a penicilina (89,29%), a sulfadiazina e
trimetropim (60,71%) e a tetraciclina (67,86%) corresponderam aos maiores

percentuais de resisténcia, enquanto a doxiciclina (88,89%), a cefotaximina (85,71%),
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o cloranfenicol (82,14%) a gentamicina e o moxifloxacino (78,57%) obtiveram a maior
taxa de sensibilidade (Figura 3). De todas as espécies identificadas nesse género,
50% (14/28) apresentaram multirresisténcia, principalmente em relacéo as penicilinas,

tetraciclinas e as fluorquinolonas.

Figura 3. (A) Perfuracdo ocular em cdo atendido no Hospital Veterinario
“‘Governador Laudo Natel, Jaboticabal - SP”. (B) Colbonias de
Staphylococcus pseudintermedius, pelo método de estriamento por
esgotamento em placa com Brain Heart Infusion Agar. (C) Fotomicrografia
da coloragdo de Gram, cocos agrupados, Staphylococcus
pseudintermedius. (D) Teste de disco difusdo do Staphylococcus
pseudintermedius.
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Figura 4. Distribuicdo de susceptibilidade dos isolados de Staphylococcus spp. de
lesBes ulcerativasem teste de disco difusdo em relacdo aos principios

antimicrobianos testados.

GEN: gentamicina; CFO; cefoxitina, OXA; oxacilina, PEN: penicilina; CLO; cloranfenicol,
CLI; clindamicina CIP; ciprofloxacino, LVX; levofloxacino MFX; moxifloxacino, NOR;
norfloxacino, OFX; ofloxacino. SUT; sulfadiazina e trimetropim, DOX; doxiciclina, TET;
tetraciclina.

Por sua vez, a Pseudomonas aeruginosa foi sensivel a gentamicina e ao
imipenem, e apresentou indice de 77,78% de sensibilidade intermediaria ao
enrofloxacino, 25% a tobramicina e 18,18% levofloxacino, sendo 8,33% resistente aos
principios ativos norfloxacino, ciprofloxacino e cefepima.

Da familia Enterobactereacea (Figura 5.), as bactérias isoladas foram Klebsiella
pneumoniae, Proteus mirabilis, Escherichia coli, Enterobacter cloacae, Enterobacter
cancerogenus e Cronobacter sp., sendo essas, mais sensiveis a amicacina e
gentamicina (88,89%), imipenem (88,24%) e levofloxacino (83,33%) com uma
resisténcia acentuada em relacdo a ampicilina (66,67%) amoxicilina com clavulanato
(50%) e a cefoxitina (47,06%). Destas 38,88% (7/18), foram consideradas bactérias

multirresistentes.
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Figura 5. Distribuicdo de sensibilidade da familia Enterobacteriacea (klebsiella
pneumoniae, proteus mirabilis, E. coli, Enterobacter cloacae e
Cronobacter sp.) em teste de disco difusdo em relacdo aos principios

antimicrobianos disponiveis.

AMI; amicacina, GEN: gentamicina; TOB; tobramicina, CFZ; cefazolina, CPM; cefepima,
CTX; cefotaxima, CFO; cefoxitina, CTF; ceftiofur, CRO ceftriaxona, AMC; amoxicilina
com clavulanato de potassio, AMP; ampicilina, CLO; cloranfenicol, CIP, ciprofloxacino,
ENO; enrofloxacina, LVX; levofloxacino, OFX; ofloxacino, SUT; sulfadiazina e
trimetropim, DOX; doxiciclina, TET; tetraciclina. IPM; imipenem.

4. DISCUSSAO

Considerando que a raca € um fator predisponente para o desenvolvimento de
ceratite ulcerativa, devido as alteracdes faciais desses animais, o presente estudo
observou que de todos os animais avaliados, 0s cées pertencentes a racas
braquicefélicas apresentaram maior incidéncia do acometimento e gravidade do
qguadro. Destaca-se nesse estudo, a presenca de cées da raca Shih-tzu, com o maior
namero de representantes acometidos dentre os animais que foram avaliados. A
incidéncia de animais braquicefalicos € condizente com a literatura, uma vez que
esses possuem alteracdes significativas em regido periocular e ocular, sendo
representantes comuns em estudos anteriores, onde a maior parte da populacao
estudada compreendeu animais com as mesmas caracteristicas faciais.!3182140.41 A

medida do indice craniofacial ndo foi realizada nesse estudo, entretanto, para a
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distribuicdo dos animais e classificacdo de racas braquicefalicas foi utilizada a
classificacdo de racas citada por Packer e colaboradores. %°

Em relag&o a prevaléncia bacteriana, mesmo que ocorra diferencas dos isolados
entre as regides de origem das amostras, nesse estudo, observou-se similaridade
dentre os achados bacterianos, em que ha maior prevaléncia de bactérias Gram-
positivas em relagdo as Gram-negativas,%® 21 tendo como o maior representante o
género Staphylococcus sp., seguido pela espécie Pseudomonas aeruginosa, que em
geral correspondem aos achados de estudos anteriores como agentes causadores de
infeccbes em casos de ceratite ulcerativa.>?%42 A presenca Staphylococcus sp. é
esperada, uma vez que esta é a bactéria mais comumente isolada de olhos caninos,
saudaveis ou doentes, compondo dessa maneira a microbiota residente dos olhos.6:18

A presencga de bactérias ndo comumente isoladas na microbiota ocular, como as
pertencentes da familia Enterobactereacea foi um diferencial, no entanto, também
esta presente em outros estudos e comumente associada a casos graves deste
acometimento ocular.’® Sabe-se que este grupo bacteriano é comensal do trato
intestinal dos animais,*® e comumente podem estar associadas a doencas do trato
urinario. 444> Portanto, sugere-se que a infec¢édo possa ocorrer devido aos habitos de
higiene desses animais % e que por comunicacgéo, entre a cavidade oral e nasal e por
conseguinte a comunicacdo entre o0 a cavidade nasal e o olho por meio do ducto
nasolacrimal seja a rota de infecgéo, no entanto, necessita-se de mais estudos.

Ao observamos a prevaléncia e resisténcia bacteriana de cada regiao,
conseguimos entdo estabelecer o tratamento de maneira mais adequada para cada
localidade. O método de cultura para a identificagcdo microbiana e o teste de disco
difusdo para a observacao dos padrdes de resisténcia, sdo considerados adequados
para uma prescricdo assertiva. 4’ Sabe-se, no entanto, que este € um processo que
demanda tempo, entdo é de conhecimento geral que existe uma maior tendéncia de
resisténcia em relacao aos antimicrobianos topicos que sao prescritos empiricamente,
como ja foi demostrado com o cloranfenicol em estudos humanos e veterinarios. 52148
Da mesma maneira, o uso desenfreado dos antimicrobianos pertencentes a classe
das fluoroquinolonas esta associado a um rapido aumento da resisténcia a antibioticos

entre as bactérias.42
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No presente estudo, os isolados de Staphylococcus spp. apresentaram alta
frequéncia de resisténcia diante a penicilina, a sulfadiazina e trimetropim, e a
tetraciclina. No entanto, assim como a variacdo bacteriana, a resisténcia também
tende a variar em diferentes regifes, uma vez que o uso sob cada localidade é
diferente. Outros estudos em diferentes lugares do mundo observaram diferentes
padrbes de resisténcia, como a tetraciclina, fluorquinolonas e a oxacilina.® 4% 5 No
entanto, nesse estudo, Staphylococcus spp. foram sensiveis a gentamicina, principio
ativo disponivel para a utilizacao oftdlmica, e desta maneira de importancia clinica.

Nesse estudo, os isolados da familia Enterobacteriacea foram agrupados, e
dessa maneira observou-se que dos antimicrobianos testados, nenhum apresentou
100 % de sensibilidade, demonstrando inclusive resisténcia bacteriana acentuada no
que se refere aos principios ativos como a ampicilina, amoxicilina com clavulanato e
cefoxitina. Desta familia, Klebsiella pneumoniae foi 0 agente mais comumente isolado.
Estudo de Zhang e colaboradores®! demonstraram que os isolados dessa espécie
bacteriana, foram extremamente resistentes a amoxicilina-clavulanato e
sulfametoxazol-trimetoprim, apoiando esse estudo que também encontrou alta taxa
de estirpes multirresistente isoladas.

Ressalta-se que os isolados de P. aeruginosa, bactéria comumente encontrada
na microbiota ocular, 2 com diversos mecanismos de resisténcia intrinseca 5%
apresentaram neste estudo, sensibilidade intermediaria e resisténcia a principios
ativos pertencentes a classe das Fluorquinolonas, como: levofloxacino, ciprofloxacino
e norfloxacino, antimicrobianos importantes para o controle de infecc6es decorrentes
desta bactéria, caracterizando desta maneira um importante sinalizador a satde Unica
nesta regido. Na mesma direcédo, Tsvetanova e colaboradores,® também observaram
4,5% de resisténcia dos isolados de Pseudomonas aeruginosa em relacdo a
enrofloxacina, assim como a total sensibilidade a gentamicina, principios ativos
comercializados em férmula oftalmica.

Estudos ao longo dos anos demonstraram um aumento da taxa de
multirresisténcia ao decorrer do tempo, a resisténcia bacteriana € uma preocupacao
na medicina humana e veterinaria.% 2 55 Observou-se ainda assim que cerca de
23,33% das amostras isoladas em ceratites ulcerativas de caes, apresentavam

multirresisténcia. Na maioria dos casos, a multirresisténcia estda associada a



35

superbactérias,®® neste estudo, Staphylococcus pseudintermedius e Klebsiella
pneumoniae, bactérias essas que sdo comensais, do olho e do trato intestinal dos
animais respectivamente. No entanto, estas estdo comumente associadas com
infeccdes hospitalares de alto risco, %66 presentes em hospitais veterinarios e
humanos, e sendo desafiador para o tratamento.

Como limitacéo, os pontos de cortes utilizados nesse estudo foram provenientes
do Clinical and Laboratory Standards Institute que ndo estdo disponiveis para a
definicdo de resisténcia a antibidticos aplicados topicamente e devido a isso os dados
de administracéo sistémica foram os utilizados em nosso estudo. O uso destes pontos
de corte é controverso,®” uma vez que se entende que as concentracbes de
antimicrobianos no tecido corneano, aplicados topicamente seréo iguais ou maiores
do que as concentracdes séricas apos administracdo sistémica. Sendo assim, a
resisténcia in vitro das bactérias a um antimicrobiano pode ser superado pela
presenca do principio ativo em alta concentracdes na superficie da cornea, por isso,

é possivel que a suscetibilidade dos isolados estejam sendo subestimados.??

5. CONCLUSAO

Este estudo conclui que as espécies mais comumente isoladas em quadros de
ceratite ulcerativa de caes sédo Staphylococcus pseudintermedius e a Pseudomonas
aeruginosa, no entanto diversas sdo as espécies que podem ser isoladas nesse
acometimento, demostrando uma diversidade da microbiota ocular capaz de promover
infecgdo. Observamos uma alta taxa de resisténcia e multirresisténcia associada ao
quadro de ceratite ulcerativa, principalmente, a amoxicilina, a ampicilina, a penicilina,
a sulfadiazina e trimetropim e a tetraciclina. Positivamente, essas cepas apresentaram
sensibilidade a antimicrobianos usados comumente na oftalmologia veterinaria, como
a doxiciclina, tobramicina e gentamicina. Os resultados desse estudo demonstram o
quanto € essencial a identificagdo precoce e observacdo dos padrdes de resisténcia

para um tratamento assertivo e diminuir a chance da resisténcia bacteriana.
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Tabela complementar: Relacdo de dados coletados dos pacientes avaliados no estudo.

Identificagdo por Maldi-tof

Identificacdo . L Tratamento Tipo de . - -
da Amosira Sexo Idade Raca Diagnéstico Olho orévio tratamento Cidade Espgme Espgme
bacteriana 1 bacteriana 2
1 Macho 14 anos F_o>§ Melting OF Sem tra}tqmento Tratgmento Jaboticabal Pseudo'monas Kleb|S|eI.Ia
Paulistinha previo clinico Aeruginosa pneumoniae
2 Fémea 9 anos Sharpei Descemetocele oD Sem tra}a_mento Int_ery encao Jaboticabal Staphylococcgs
prévio cirdrgica pseudintermedius
. . Intervencgéo , S Enterococcus
3a Macho 14 anos SRD Melting OE Tobramicina cirdrgica Jaboticabal  Proteus mirabilis faecalis
4 Macho 10 meses  Shih-tzu Melting oD T.Ob ramicina e Intgry encao Jaboticabal Pseudo_monas
ciprofloxacino cirurgica Aeruginosa
5 Macho 1as Shih-tzu C. U. Superficial oD Sem traltqmento Tratgn_*nento Jaboticabal Entero_coccus
meses préevio clinico avium
6 Fémea 1la6 Shih-tzu C. U. Superficial oD Tobramicina Intc_eryer_u;ao Jaboticabal Kleb|S|eI_Ia
meses cirargica pneumoniae
N la6 . . . Intervencédo . Enterococcus
7 Fémea meses Shih-tzu Melting OE Tobramicina cirdrgica Jaboticabal faecalis
8 Fémea 11 anos Shih-tzu C. U. Supefficial OE Sem tra}ta_mento Tratgrr_]ento Jaboticabal Pseudo_monas
prévio clinico Aeruginosa
9a Macho 1 anos Shih-tzu  Perfuracéo Ocular oD Su[fad|az|na € Tratgn_wento Jaboticabal Enteroco_ccus Enterqcoccus
trimetropim clinico faecalis avium
10 Fémea 12 anos Lhasa- C. U. Superficial OE Sem tra’ta_mento Tratz'fm_wento Jaboticabal Kleb|S|eI_Ia
Apso prévio clinico pneumoniae
11 Fémea 14 anos L:asa- Perfuracéo Ocular oD Sem tre}ta_mento Tratgn_]ento Jaboticabal Pseudo_monas
pso prévio clinico Aeruginosa
12 Macho 10 anos Golden C. U. Superficial oD Sem tre}ta_mento Tratgn_]ento Jaboticabal Enterocopcus
prévio clinico faecalis
13 Macho 8 anos Pequinés Perfuracdo Ocular OE Sem trgtafmento Intgry encao Jaboticabal Sem crescimento
prévio cirargica
15 Macho 2 anos Shih-tzu Descemetocele oD Tobramicina Inéierra/%rilé;:o Jaboticabal Enterococcus irae
17 Macho 6 meses Pug Perfuracéo Ocular oD Ciprofloxacina Jaboticabal Staphylococcus

pseudintermedius
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Tabela complementar: Relacédo de dados coletados dos pacientes avaliados no estudo.

Identificagdo por Maldi-tof

Identificacao . A Tratamento Tipo de . - P
da Amosira Sexo Idade Raca Diagnéstico Olho orévio tratamento Cidade Espgme Espgme
bacteriana 1 bacteriana 2
18 Macho 14 Shih-tzu Perfuracéo Ocular oD Sem tra}ta}mento Intgry encao Jaboticabal Pseudomonas
anos prévio cirargica Aeruginosa
19 Macho 12 SRD C. U. Superficial oD Sem tra}ta_mento Trat@mento Jaboticabal Pseudomonas
anos prévio clinico Aeruginosa
21 Fémea SRD C. U. Superficial OE Sem tra}tqmento Tratgmento Jaboticabal Sem crescimento
prévio clinico
22 Macho 11 Pug Ceya’ute ulcgrgtlva oD Sem tra}ta}mento Tratgmento Jaboticabal Enterococcus
anos intermediéria prévio clinico faecalis
23 Fémea 12 SRD C. U. Superficial oD Sem trqtamento Tratgmento Jaboticabal Staphylococcgs
anos prévio clinico pseudintermedius
24 Fémea 2 anos Spnnger C. U. Superficial OE Sem trqta_mento Trat'flmento Jaboticabal Bacillus cereus
Spaniel prévio clinico
. . ~ . . Intervencéo . Staphylococcus
25 Fémea 7 anos  Shih-tzu Perfuracéo Ocular OE Moxifloxacino cirdrgica Jaboticabal pseudintermedius
26 a Macho 10 Golden C. U. Superficial OE Sem tra}ta}mento Tratgmento Jaboticabal Pseudomonas Staphyloqopcus
anos prévio clinico Aeruginosa delphini
27 Fémea 7 anos  Shih-tzu C. U. Superficial OE Sem trqtamento Trat'flmento Jaboticabal Enteroco_ccus
prévio clinico faecalis
28 Macho 9 anos Boxer C. U. Superficial oD Tobramicina Tritl?:iwcinto Jaboticabal Sem crescimento
29 a Macho 7 anos  Shih-tzu Ce_rante ulc_e’rguva oD Sem tra}ta}mento Tratr,;lmento Jaboticabal Escherichia coli Streptoc_occus
intermediaria prévio clinico canis
30 Macho 6 anos SRD C. U. Superficial oD Tobramicina Tritl?r:?;nto Jaboticabal Sem crescimento
31 Macho 13 Beagle C. U. Superficial OE Sem tra}amento Tratz,imento Jaboticabal Staphylogogcus
anos prévio clinico delphini
32 Fémea 4 anos SRD C. U. Superficial OE Sem tra’ta_mento Tratz,imento Jaboticabal Pseudomonas
prévio clinico Aeruginosa
33 Macho 11 Rottwailler Ce_ratlte ulc_e,ratwa OE Moxifloxacino Tratgmento Jaboticabal Sem crescimento
anos intermediéria clinico
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Identificacdo por Maldi-tof

Identificacao . o Tratamento Tipo de . P .
da Amostra Sexo Idade Raca Diagnoéstico Olho prévio tratamento Cidade Esp('ac|e Esp¢c|e
bacteriana 1 bacteriana 2
34 Macho Shih-tzu  Perfuracdo Ocular oD Gatifloxacino Trat@mento Jaboticabal Glutam|C|bgcter
clinico creatinolyticus
35 Fémea 13 anos Shih-tzu  Perfuracdo Ocular OE Sem tra}tqmento Intgry €NGaod  jaboticabal Kleb|5|el_la
prévio cirirgica pneumoniae
36 a Femea  13anos  Pinscher Ceya’ﬂte ulcgrgtlva oD Sem tra}ta.mento Trat{:\mento Jaboticabal Enterobacter Corlne.bacte'rlum
intermediaria prévio clinico cloacae auriscanis
37 Fémea 13 anos SRD C. U. Superficial OE Sem tra,ta_mento Trat@mento Jaboticabal Kleb|5|e|_|a
prévio clinico pneumoniae
38 Fémea 11 anos SRD C. U. Superficial OE Sem tra,ta_mento Trat@mento Jaboticabal Staphylococcus
prévio clinico aureus
39 Fémea 8 anos Boxer C. U. Superficial oD Gatlfloxacmo € Tratgmento Jaboticabal Staphylococcqs
Cloranfenicol clinico pseudintermedius
40 Macho 8 anos Shih-tzu Ceratite ulcerativa OE Sem tra}tqmento Tratgmento Jaboticabal Sem crescimento
profunda prévio clinico
41 Fémea 6 anos Shih-tzu C. U. Superficial oD Sem trqtqmento Trat'flmento Jaboticabal Kleb|5|e|_|a
prévio clinico pneumoniae
42 Macho 6 anos Shih-tzu C. U. Superficial OE Sem trqtqmento Trat'flmento Jaboticabal Stap_hylocqc_cus
prévio clinico epidermidis
43 a Fémea 10 anos SRD Ce_ratlte ulc_e’rz_mva oD Sem trqtqmento Tratz’imento Jaboticabal Strept(_)coccus Staphylococcgs
intermediéria prévio clinico minor pseudintermedius
44 Fémea Shih-tzu  Perfuragdo ocular OE Sem tre}tqmento Tratrl;lmento Jaboticabal Staphyloc_opcus
prévio clinico delphini
45 Macho 1 ano Pitbull C. U. Superficial oD Sem trgtqmento Tratz,imento Jaboticabal Micrococeus
prévio clinico luteus
. ~ Sem tratamento  Tratamento : Enterococcus
46 Macho 8 anos Shih-tzu  Perfuragéo ocular . . Jaboticabal .
prévio clinico faecalis
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Tabela complementar: Relacdo de dados coletados dos pacientes avaliados no estudo.

Identificagdo por Maldi-tof

Identificacdo . - Tratamento Tipo de . - .
da Amostra Sexo Idade Raca Diagnéstico Olho prévio tratamento Cidade Espgme Espgme
bacteriana 1 bacteriana 2
47 Fémea SRD Perfuracéo Ocular oD Sem tra}ta'mento Tratgmento Jaboticabal Sem crescimento
previo clinico
48 Fémea 5anos Shih-tzu Ce_rat|te ulcgrgtlva oD Tobramicina Int_ery encao Jaboticabal Sem crescimento
intermediéria cirdrgica
49 Macho 1 SRD Melting OE Sem trqta_mento Tratgrr_]ento Jaboticabal Streptoc_occus
anos prévio clinico canis
50a Macho Shih-tzu C. U. Superficial oD Sem tratamento  Tratamento Jaboticabal ~_>t@Phylococcus - Streptococeus
prévio clinico pseudintermedius minor
51 Macho 10 Shih-tzu C. U. Superficial OE Sem tra}ta'mento Tratgn_*nento Aracatuba Staphyloqogcus
anos préevio clinico delphini
52 Macho 8 SRD C. U. Superficial OE neomicina e Trat:fm_wento Aracatuba Cronobacter sp
meses polimixina clinico
56 Macho 14 Basset C. U. Superficial oD Sem tra}a_mento Tratgmento Aracatuba Enterobacter
anos Hound prévio clinico cloacae
58 Macho 4 anos  Shih-tzu Ceratite ulcerativa OE Sem tra}ta_mento Tratgrr_]ento Aracatuba Staphylococcqs
profunda prévio clinico pseudintermedius
59 Fémea 11 Lhasa- C. U. Superficial oD Sem trqta_mento Tratgn_wento Aracatuba Staphylococcgs
anos Apso prévio clinico pseudintermedius
60 a Fémea 6 anos poodle C. U. Superficial oD Sem trafta_mento Tratz'fm_wento Aracatuba Proteus mirabilis  Escherichia coli
prévio clinico
61 Fémea 2anos  Shih-tzu C. U. Superficial OE Sem tra}a_mento Tratgmento Aracatuba Staphylo_cqccus
prévio clinico hominis
62 Macho 13 Shih-tzu Ce_ratlte ulcgrqtlva OE Sem trqta_mento Tratgmento Aracatuba Stapljylococcgs
anos intermediaria prévio clinico pseudintermedius
64 Fémea 6 anos Maltés Ce_rat|te uIcgrtha oD Sem tra,ta_mento Tratz;rr_]ento Aracatuba Escherichia coli
intermediaria prévio clinico
65 Macho 10 Lhasa- Perfuracéo ocular oD Sem tra’ta_mento Int_er)/er_u;ao Aracatuba Staphylococcqs
anos Apso prévio cirargica pseudintermedius
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Tabela complementar: Relacdo de dados coletados dos pacientes avaliados no estudo.

Identificagdo por Maldi-tof

Identificacdo : o Tratamento Tipo de : - -
da Amosira Sexo Idade Raca Diagnéstico Olho orévio tratamento Cidade Espgme Espgme
bacteriana 1 bacteriana 2
66 Fémea 10 Shih-tzu C. U. Superficial OE Sem tra}ta'mento Tratgmento Aracatuba Escherichia coli
anos previo clinico
67 Macho 1 ano Poodle Descemetocele OE Sem trqta_mento Int_ery engao Aracatuba Staphylococcgs
prévio cirargica pseudintermedius
A x Sem tratamento Intervengéo - .
68 Fémea 6 anos Pug Perfuracéo ocular oD prévio cirdrgica Aracatuba Escherichia coli
70 Fémea 1 Shih-tzu C. U. Superficial oD Sem tra}ta'mento Tratgmento Aracatuba Staphylococcus
anos prévio clinico aureus
72 Fémea 7 anos  Shih-tzu Ceratite ulcerativa oD Sem tra}ta'mento Intgry engao Aracatuba Bacillus cereus
profunda prévio cirdrgica
73 Fémea 11 Pequinés Descemetocele oD Sem trafta_mento Tratgn_wento Aracatuba Pseudomonas
anos prévio clinico Aeruginosa
Lhasa- Ceratite ulcerativa Sem tratamento Tratamento Staphylococcus
75 Macho 4 anos Apso intermediaria OE prévio clinico Aragatuba pseudintermedius
78 Fémea 9anos  Shih-tzu Ceratite ulcerativa oD Sem tra}ta_mento Tratgmento Aracatuba Enterococcus
profunda prévio clinico faecalis
81 Fémea 7 anos  Shih-tzu perfuracéo ocular oD Sem trqta_mento Intgry engao Aracatuba Aer_o_coccus
prévio cirargica viridans
82 Macho 8 Pug Ce_ratlte ulc_r-:,re_mva OE Sem trqta_mento Tratgnjento Aracatuba Pseudomonas
meses intermediaria prévio clinico Aeruginosa
83 Macho 5anos  Shih-tzu Ceratite uIc_e/ratwa OE Sem tratamento Tratgmento Aracatuba Pseudo_monas
intermediaria prévio clinico Aeruginosa
84 Fémea 9anos Labrador C. U. Superficial OE Sem trqta_mento Trat:lzlmento Aracatuba  Citrobacter koseri
prévio clinico
85 Fémea 13 Poodle Ce_rat|te uIcgrgtwa oD Sem tra,ta_mento Tratf,atmento Aracatuba Bacillus cereus
anos intermediaria prévio clinico
86 Macho 2 anos Bulldqg C. U. Superficial OE Sem tra’ta_mento Tratf,irr_]ento Aracatuba Staphylococcqs
Francés prévio clinico pseudintermedius
89 Macho 14 Poodle Ce_raute ulcgrat|va oD Ofloxacino trata}mento Aracatuba Staphylococcgs
anos intermediaria clinico pseudintermedius
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Tabela complementar: Relacdo de dados coletados dos pacientes avaliados no estudo.

Identificagdo por Maldi-tof

Identificagéo . — Tratamento Tipo de . = .
da Amostra Sexo Idade Raca Diagnéstico Olho prévio tratamento Cidade Espécie Espécie
bacteriana 1 bacteriana 2
90 Macho 18 Yorkshire C. U. Superficial oD Sem tra}tgmento trata}m_ento Aracatuba Staphylococcqs
anos prévio clinico pseudintermedius
91 Macho 8 Shih-tzu C. U. Superficial OE Sem tra}tgmento trata}m_ento Aracatuba Staphylococcqs
meses prévio clinico pseudintermedius
51J Fémea SRD C. U. Superficial OE Sem tra}a_mento Tratgmento Jaboticabal Staphylococcgs
prévio clinico pseudintermedius
523 Fémea 4anos  Shih-tzu Ce_rat|te ulc_e,rgtlva OE Sem tra}a_mento Tratgmento Jaboticabal Pseudo_monas
intermediéaria prévio clinico aeruginosa
53J Fémea 9anos  Shih-tzu C. U. Superficial oD Sem tra}ta_mento Tratgmento Jaboticabal Streptoc_occus
prévio clinico canis
54 Fémea 7 anos  Shih-tzu Perfuracéo Ocular oD Sem tra}ta_mento Tratgmento Jaboticabal Escherichia coli
prévio clinico
55J Fémea 4 anos  Shih-tzu Melting OE Sem tra}a_mento Int(_aryengao Jaboticabal Staphylococcgs
prévio cirargica pseudintermedius
56J Fémea 3anos  Shih-tzu Melting oD Moxifloxacino Trat'flmento Jaboticabal Micrococcus
clinico luteus
57J Fémea 7 anos  Shih-tzu Descemetocele OE Sem tre}ta_mento Tratgmento Jaboticabal Staphylocqc_cus
prévio clinico epidermidis
93 Macho 2 anos SRD C. U. Superficial oD Sem tre}ta_mento Tratgmento Aracatuba Micrococcus
prévio clinico luteus
94 Fémea 6anos  Shih-tzu Descemetocele oD Sem tre}ta_mento Intt_ary engao Aracatuba Staphylococcgs
prévio cirdrgica pseudintermedius
9% Macho 14 Lhasa Ce.ratlte uIc_e,rqtlva oD Sem tre}ta_mento Tratgmento Aracatuba Pseudo.monas
anos Apso intermediaria prévio clinico aeruginosa
98 Macho 5anos  Shih-tzu C. U. Superficial oD Sem trgtafmento Tratz,imento Aracatuba Staphylococcqs
prévio clinico pseudintermedius
100 Macho 6 anos Lhasa C. U. Superficial OE Sem tra}ta_mento Tratz’;\mento Aracatuba Staphylocc_)c_cus
ApSO previo clinico ep|derm|d|s




C.U.* Ceratite ulcerativa
OD* Olho direito
OE* Olho esquerdo
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